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Résumé 
Les molécules classiques du CMH de classe II sont responsables de la présentation 
de peptides exogènes par les cellules présentatrices d’antigène aux lymphocytes T CD4+. 
Cette présentation antigénique est essentielle à l’établissement d’une réponse immunitaire 
adaptative. Cependant, la reconnaissance d’auto-antigènes ainsi que l’élimination des 
cellules du Soi sont des problèmes à l’origine de nombreuses maladies auto-immunes. 
Notamment, le diabète et la sclérose en plaque. D’éventuels traitements de ces maladies 
pourraient impliquer la manipulation de la présentation antigénique chez les cellules dont la 
reconnaissance et l’élimination engendrent ces maladies. Il est donc primordial 
d’approfondir nos connaissances en ce qui concerne les mécanismes de régulation de la 
présentation antigénique.  
La présentation antigénique est régulée tant au niveau transcriptionnel que post-
traductionnel. Au niveau post-traductionnel, diverses cytokines affectent le processus. 
Parmi celles-ci, l’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, cause une rétention intracellulaire 
des molécules du CMH II. Son mécanisme d’action consiste en l’ubiquitination de la queue 
cytoplasmique de la chaîne bêta des molécules de CMH II. Cette modification protéique est 
effectuée par MARCH1, une E3 ubiquitine ligase dont l’expression est restreinte aux 
organes lymphoïdes secondaires. 
Jusqu’à tout récemment, il y avait très peu de connaissance concernant la structure 
et les cibles de MARCH1. Considérant son impact majeur sur la présentation antigénique, 
nous nous sommes intéressé à la structure-fonction de cette molécule afin de mieux 
caractériser sa régulation ainsi que les diverses conditions nécessaires à son 
fonctionnement. 
Dans un premier article, nous avons étudié la régulation de l’expression de 
MARCH1 au niveau protéique. Nos résultats ont révélé l’autorégulation de la molécule par 
formation de dimères et son autoubiquitination. Nous avons également démontré 
l’importance des domaines transmembranaires de MARCH1 dans la formation de dimères 
et l’interaction avec le CMH II. 
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Dans un second article, nous avons investigué l’importance de la localisation de 
MARCH1 pour sa fonction. Les résultats obtenus montrent la fonctionnalité des motifs de 
localisation de la portion C-terminale de MARCH1 ainsi que la présence d’autres éléments 
de localisation dans la portion N-terminale de la protéine. Les nombreux mutants utilisés 
pour ce projet nous ont permis d’identifier un motif ‘‘VQNC’’,  situé dans la portion 
cytoplasmique C-terminale de MARCH1, dont la valine est requise au fonctionnement 
optimal de la molécule. En effet, la mutation de la valine engendre une diminution de la 
fonction de la molécule et des expériences de BRET ont démontré une modification de 
l’orientation spatiale des queues cytoplasmiques. De plus, une recherche d’homologie de 
séquence a révélé la présence de ce même motif dans d’autres ubiquitines  ligases, dont 
Parkin. Parkin est fortement exprimée dans le cerveau et agirait, entre autre, sur la 
dégradation des agrégats protéiques. La dysfonction de Parkin cause l’accumulation de ces 
agrégats, nommés corps de Lewy, qui entraînent des déficiences au niveau du 
fonctionnement neural observé chez les patients atteints de la maladie de Parkinson. La 
valine comprise dans le motif ‘’VQNC’’ a d’ailleurs été identifiée comme étant mutée au 
sein d’une famille où cette maladie est génétiquement transmise. Nous croyons que 
l’importance de ce motif ne se restreint pas à MARCH1,  mais  serait généralisée à d’autres 
E3 ligases. 
Ce projet de recherche a permis de caractériser des mécanismes de régulation de 
MARCH1 ainsi que de découvrir divers éléments structuraux requis à sa fonction.  Nos 
travaux ont permis de mieux comprendre les mécanismes de contrôle de la présentation 





Mots-clés : MARCH1, ubiquitination, autorégulation, dimérisation, localisation 
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Abstract 
Classical MHC class II molecules are responsible for the presentation of exogenous 
peptides to CD4+ T cells, which is essential for the establishment of the adaptive immune 
response. However, problems with recognition of auto-antigens and the subsequent cell 
elimination are at the root of numerous autoimmune diseases. Manipulation of the antigen 
presentation pathway in order to eliminate cells that present self-antigens could serve as 
potential treatments of many autoimmune disorders. It is therefore essential to deepen our 
knowledge regarding the mechanisms regulating antigen presentation.  
Antigen presentation is regulated both transcriptionally and post-translationally. 
Whereas many cytokines affect the latter, IL-10, an anti-inflammatory cytokine, causes the 
intracellular retention of MHC II molecules. This phenotype is the result of the 
ubiquitination of MHC II -chain cytoplasmic tail by MARCH1.  
MARCH1 is an E3 ubiquitin ligase expressed in secondary lymphoid organs. Until 
recently, little was known about the structure-function and the targets of MARCH1. 
Considering its major impact on antigen presentation, we were interested to study this E3 
ligase in order to reveal how it is regulated and what are the required conditions for its 
function. 
In a first report, we have investigated the regulation of MARCH1’s protein 
expression. Our results revealed its autoregulation via dimer formation and 
autoubiquitination. In addition, we have demonstrated the involvement of MARCH1’s 
transmembrane domains for dimerization and MHC II interaction. 
In a second article, we highlighted the importance of MARCH1 localization for its 
function. Our results indicated that localization motifs in the C-terminal portion of 
MARCH1 were functional and revealed the presence of some sorting elements in the N-
terminal portion of the molecule. A panel of mutant were used and allowed us to identify a 
‘’VQNC’’ motif, located in the C-terminal cytoplasmic portion of MARCH1, in which the 
valine is central for the molecule’s function. Indeed, point-mutation of the valine led to a 
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decrease in MARCH1 ability to relocate MHC II whereas BRET experiments revealed a 
modification in the spatial organization of the cytoplasmic tails. Moreover, a blast of 
sequence homology showed the presence or that same motif in others ubiquitine ligases, 
one of which is Parkin. Parkin is highly expressed in the brain and seems to be implicated 
in protein aggregates’ degradation. It was reported that malfunction of Parkin leads to the 
accumulation of aggregates, called Lewy bodies, responsible for the neural functions 
deficiencies observed in patients with Parkinson disease. Interestingly, a family for which 
the sickness was genetically transmitted has a mutated valine in the VQNC motif. We 
believe that the importance of this motif is not restricted to MARCH1 and could be 
generalized to others E3 ubiquitin ligases. 
This project enabled us to characterize the regulation mechanisms of MARCH1. In 
addition, we discovered various structural elements required for its function. Altogether, 
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CD: Cellule dendritique 
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MARCH: Membrane-associated RING-CH, RING-CH associé à la membrane 
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MVB: Multivesicular bodie, corps multivésiculaires 
mK3: K3 murin  
PAMP: Pathogen associated molecular pattern, motif moléculaire associé aux pathogènes 
RCT: Récepteur de LT 
RE: Réticulum endoplasmique 
RING: Really interesting new gene, nouveau gène très intéressant 
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Tfr: Transferrin receptor, récepteur de la transferrine 
TGF: Tumor growth factor, facteur de croissance des tumeurs 
Th: T helper cell, LT auxiliaire 
TLR: Toll like receptor, récepteur de type toll 
TM: Domaine transmembranaire 
UBA: Ubiquitin associated domain, domaine associé à l’ubiquitine 
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Mise en contexte: rôle de MARCH1 dans la réponse 
immunitaire 
Le système immunitaire permet à l’organisme de se défendre contre les agents 
pathogènes. Il agit à la manière d’un système de contrôle de la qualité qui permet le 
maintient de l’homéostasie. L’immunité adaptative est une réaction spécifique à un 
antigène donné. Cette composante de l’immunologie permet d’élaborer une réponse 
immunitaire dirigée par exemple, contre un microorganisme en particulier et repose sur la 
présentation des antigènes à la surface cellulaire. Ceux-ci peuvent appartenir à l’organisme, 
ou encore à un agent pathogène lorsqu’il s’agit d’une infection. Les cellules infectées ou 
mutantes seront alors reconnues et éliminées par différents effecteurs des réponses 
immunitaires. 
Un défaut de présentation antigénique ne permettra pas l’élimination des cellules 
infectées ce qui pourra alors avoir pour conséquence d’entraîner l’infection généralisée et 
éventuellement de causer la mort de l’organisme. D’un autre côté, une réponse immunitaire 
incontrôlée entraîne les cellules immunitaires à endommager les tissus de l’hôte. Il est donc 
primordial de réguler ce processus dans le but de protéger l’organisme contre les méfaits 
potentiels de son propre système de défense.  
MARCH1 est un régulateur clé de la présentation antigénique. Il prévient 
l’expression de surface du CMH de classe II. Puisque la régulation des régulateurs est 
essentielle au contrôle de la présentation antigénique, nous nous sommes intéressé à la 
régulation de MARCH1. MARCH1 étant peu caractérisé au niveau de sa structure-fonction, 
nos travaux portent sur sa régulation et sur les divers éléments structuraux requis à son 
fonctionnement optimal.  
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Chapitre 1: Introduction 
1.1. La Présentation antigénique 
1.1.1 Concept général 
Il existe deux grands types de réponses immunitaires; la réponse innée et celle 
adaptative 1,2. Chacune comporte son rôle particulier, mais c’est la conjugaison des deux 
qui permet l’établissement d’un système de défense efficace contre les infections.  
1.1.1.1. L’immunité innée 
L’immunité innée se compose de mécanismes non spécifiques et constitue la 
première ligne de défense du système immunitaire. Elle survient dès les premières minutes 
suivant l’infection, permettant ainsi un contrôle rapide de celle-ci. Néanmoins, elle ne 
permet pas l’établissement d’une mémoire immunitaire, c’est-à-dire d’une réponse 
spécifique plus efficace dans l’éventualité d’une seconde infection par un même 
microorganisme pathogène 3. Parmi les mécanismes de défense innée figurent les barrières 
physiques telles que la peau et le mucus qui limitent l’invasion de l’organisme par les 
agents pathogènes environnementaux 2.  
L’immunité innée étant non spécifique, la reconnaissance des agents pathogènes se 
fait à l’aide de motifs moléculaires associés aux pathogènes (pathogen associated 
molecular patterns: PAMPS) qui sont reconnus par les récepteurs de type toll (toll-like 
receptor: TLR), de type RIG-I (RIG-I-like receptor), de type Nod (Nod-like receptor) ou 
encore ceux de type lectine (lectin-like receptor) 4. Parmi ceux-ci figurent les 
lipopolysaccharides (LPS) bactériens et les ARN double-brins viraux 5. Ainsi, en cas 
d’infection, les cellules du système immunitaire des tissus infectés reconnaîtront les 
PAMPs et enclencheront l’inflammation 5–7. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, 
telles que le TNFα et l’IL-1, permet le recrutement massif de cellules immunitaires au site 
d’infection 2,6,7.  
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1.1.1.2. L’immunité adaptative 
De son côté, l’immunité adaptative est spécifique à un antigène donné et dépend de 
la présentation antigénique. C’est l’immunité innée, de par l’inflammation, qui enclenche et 
localise l’immunité adaptative 3,5,8,9.  
1.1.1.2.1. La présentation antigénique 
Les cellules présentent continuellement à leur surface un inventaire des protéines 
qu’elles contiennent. Ces protéines sont dégradées en de courts peptides qui sont ensuite 
présentés à la membrane plasmique par les molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) 10. L’activation d’une cellule présentatrice d’antigènes (CPA) 
dépendra de la présence ou de l’absence d’un danger en fonction du peptide présenté ainsi 
que de la présence de signaux de dangers reçus dans le microenvironnement. Ceux-ci sont 
des composantes moléculaires relâchées par les cellules qui vivent un stress ou qui sont en 
processus de mort cellulaire. Ce signal de co-stimulation est essentiel à l’activation des 
CPA 11.  
1.1.1.2.2. Le Soi et le 
non-Soi 
La présence d’un danger 
sera donc attribuable à la 
reconnaissance de 
peptides appartenant au 
non-Soi ainsi qu’aux 
signaux reçus du 
microenvironnement 
(voir Figure 1.1.) 2,12. Le 
Soi étant l’ensemble des 
peptides habituellement 
exprimés par les cellules 
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alors que le non-Soi inclut les peptides exogènes ou mutés. Par exemple, des protéines 
endogènes mutantes, virales ou bactériennes appartiennent au non-Soi 13. La présentation 
antigénique est cruciale pour l’établissement d’une réponse immunitaire et l’élimination des 
agents pathogènes, mais également pour la préservation de la tolérance au soi ainsi qu’à la 
prévention de réactions auto-immunes 13,14. 
D’un point de vue évolutif, les premiers organismes ayant acquis la capacité à 
discerner le Soi par rapport au non-Soi étaient les vertébrés à mâchoire 1,5,8. Ce sont donc 
les premiers à avoir développé une réponse immunitaire spécifique vis-à-vis un antigène 
reconnu. C’est l’immunité adaptative. Cette branche de l’immunité est également 
responsable du développement de la mémoire immunitaire qui permet une élimination plus 
rapide et efficace du microorganisme pathogène dans le cas d’infections subséquentes. 
1.1.2. Les lymphocytes T 
1.1.2.1. La stimulation 
Les lymphocytes T (LT) expriment, à leur surface, un récepteur unique à chaque 
clone; le récepteur de cellule T (RCT) 15. Le RCT reconnaît  spécifiquement un peptide 
associé à une molécule du CMH. Cette reconnaissance se produit à la synapse 
immunologique. 
La stimulation appropriée d’un LT nécessite trois signaux: l’interaction d’un RCT 
avec un complexe peptide-CMH qui lui est spécifique, la reconnaissance du CMH de classe 
I (CMH I) et II (CMH II) avec leurs co-récepteurs respectifs CD8 et CD4 et l’interaction 
des molécules de co-stimulation CD80 ou CD86 avec la molécule CD28 à la surface du LT 
16. Lorsque ces facteurs sont réunis, un signal d’activation est transmis via le multi-
récepteur CD3 associé au RCT. 
Les LTs réagissant contre des antigènes du Soi constituent un danger pour 
l’organisme. Au cours de leur maturation, ils feront face à deux types de sélection. Ils 
seront sélectionnés pour leur capacité à reconnaître un peptide dans le contexte du CMH et 
l’absence de reconnaissance du Soi.  
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Les LTs matures seront activés et entreront en processus d’expansion seulement si 
ils reconnaissent un antigène présent dans les organes lymphoïdes secondaires 17. Ces 
antigènes, acquis dans les tissus périphériques, seront liés aux molécules de CMH à la 
surface des CPAs 17.  
Ainsi débute la réponse immunitaire adaptative. Elle est nécessaire à l’élimination 
de l’antigène de manière ciblée ainsi qu’à la production d’anticorps et l’établissement de la 
mémoire immunitaire 18. Les deux principaux types de LTs sont les cytotoxiques et les 
auxiliaires. 
1.1.2.2 Les lymphocytes T cytotoxiques 
Les LT cytotoxiques (LTc) sont responsables des réponses immunitaires à 
médiation cellulaire 19. Ils présentent à leur surface le co-récepteur CD8 et interagissent 
spécifiquement avec les molécules du CMH I 10.  
Les LTcs peuvent tuer les cellules portants le complexe CMH I-peptide spécifique à 
leur RCT. Cette mort cellulaire induite est médiée par la relâche de perforines, qui créent 
des pores, et de granzymes, qui y pénètrent. Les LTcs peuvent également induire la mort 
des cellules reconnues par la stimulation de Fas 19. Pour médier leurs effets cytotoxiques, 
les LTcs nécessitent une pré-activation par un LT auxiliaire 20. 
1.1.2.3 Les lymphocytes T auxiliaires 
De leur côté, les LT auxiliaires (T helper: Th) sont caractérisés par la présence du 
co-récepteur CD4 20. Suite à la reconnaissance du complexe peptide-CMH qui lui est 
spécifique, le Th CD4+ se différenciera en l’un des nombreux sous-types de Ths dont les 
principaux sont Th1, Th2, Th17 et Tfh 21. Le sous-type choisi dépendra majoritairement des 
signaux de co-stimulation reçus, ainsi que des cytokines présentes dans le micro-
environnement 21. Chaque sous-type accomplira différentes fonctions grâce, entre autre, à la 
sécrétion de nombreuses cytokines. Elles pourront alors recruter et activer les lymphocytes 
B (LB), les cellules dendritiques (CD), les macrophages, les LTcs, les mastocytes, les 
neutrophiles, les eosinophiles ainsi que les basophiles 21.  
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Les Th17s ont un rôle important à jouer dans la protection contre les infections 
opportunistes, mais sont souvent associés à des maladies auto-immunes causées par de 
l’inflammation excessive. Les Tfhs interagissent de manière prolongée ou transmettent un 
fort signal au BCR. Elles sécrètent peu de cytokines, mais ont la capacité unique de 
s’établir dans les follicules Bs. Ainsi, ce sont d’excellents stimulateurs de la production 
d’anticorps 22. Les Th1s sont essentiels à l’élimination des agents pathogènes 
intracellulaire, mais sont également responsables de l’activation des LTcs, des macrophages 
et des cellules NKs 20. De leur côté, les Th2s sont plutôt affectés à l’activation des LBs, ce 
qui engendrera la différenciation de ces derniers en plasmocytes, de même que leur 
expansion clonale et donc, la production massive d’anticorps spécifiques à l’antigène du 
non-Soi reconnu 20. 
1.2. Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
1.2.1. Organisation génique 
Chez l’humain, les gènes du CMH sont regroupés sur le chromosome 6 et se 
nomment antigène de leucocyte humain (human leukocyte antigen: HLA) 23. Les molécules 
HLA-A, -B et C font partie du CMH I alors que HLA-DR, -DP et -DQ constituent le CMH 
II 14. 
L’un des grands dogmes de l’immunologie est la dichotomie des antigènes présentés 
par les molécules du CMH I et II. Nous discuterons dans les sections suivantes de la théorie 
simpliste voulant que le CMH I présente les peptides dérivés d’antigènes endogènes alors 
que le CMH II présenterait plutôt ceux dérivés d’antigènes exogènes. Néanmoins, il est 
important de mentionner le phénomène de présentation croisée. Par exemple, la 
translocation des protéines du cytoplasme au réticulum endoplasmique (RE) par le 
transporteur TAP permettra la présentation d’antigènes du non-Soi par les molécules du 
CMH I 24. À l’inverse, grâce à l’autophagie, des peptides du Soi pourront être présentés par 
les molécules du CMH II 25.  
  
  23 
 
1.2.2. Le CMH de classe I  
Le CMH I est exprimé par toutes les cellules nucléées du corps humain. La 
présentation antigénique par les molécules du CMH I vise essentiellement à éliminer les 
cellules cancéreuses ainsi que les cellules infectées 19. Le CMH I est reconnu par les RCTs 
des LTcs 19.  
1.2.2.1. La présentation antigénique par le CMH I 
Les cellules cancéreuses possèdent les caractéristiques suivantes: prolifération 
illimitée, insensibilité aux signaux d’arrêt de croissance et d’entrée en apoptose, 
dérégulation du cycle cellulaire et instabilité génétique 26. Ces caractéristiques sont le 
résultat de mutations ayant permis la transformation de la cellule. Certaines mutations 
transforment les molécules du Soi qui seront désormais reconnues comme étant du Soi 
dégénéré 27. La présentation de ces peptides par les molécules du CMH I permettra 
l’élimination de la cellule mutante par les LTcs 19.  
Par ailleurs, lors d’une infection par un virus ou une bactérie, les protéines de ce 
dernier seront alors exprimées et soumises aux mêmes processus de contrôle de qualité que 
les protéines endogènes 28. Ainsi, certains peptides viraux ou bactériens pourront alors 
interagir avec le CMH I pour ensuite être acheminés vers la surface cellulaire. Dans tous les 
cas, les complexes CMH I-peptide du non-Soi pourront alors être reconnus par les LTcs et 
la cellule infectée sera ensuite éliminée 19. 
1.2.3. Le CMH de classe II 
La présentation antigénique par le CMH II se fait par des cellules spécialisées 
nommées CPA professionnelles. La présentation antigénique par le CMH II aux LTs CD4+ 
est l’étape instigatrice de l’immunité adaptative. Sans elle, aucune réponse spécifique à un 
antigène donné ne pourrait se développer 10,29.  
Il est maintenant reconnu qu’en plus de présenter les antigènes à la surface 
cellulaire, les molécules du CMH II servent également de récepteur à la transmission de 
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différents signaux 10,30,31. La liaison des molécules du CMH II active une cascade ayant 
différents effets tels que la prolifération, la maturation et l’apoptose 31,32. 
1.3. La présentation antigénique par le CMH II 
1.3.1. Cellules présentatrices d’antigènes professionnelles  
Les CPAs sont des cellules spécialisées dans l’internalisation, l’apprêtement et la 
présentation d’antigènes exogènes 33. Les LBs, les macrophages et les CDs en sont les 
principales 18,23,34. 
1.3.1.1. Les lymphocytes B 
Les LBs expriment constitutivement de hauts niveaux du CMH II. Bien qu’elles 
internalisent également des antigènes via leurs récepteurs de type Fc et du complément, 
cette internalisation s’effectue principalement via leurs immunoglobulines de surface, ce 
qui limite leur capacité à présenter une vaste sélection d’antigènes 34,35. 
1.3.1.2. Les macrophages 
De leur côté, les macrophages ont une activité phagocytaire élevée et internalisent 
toutes les formes d’antigènes via les récepteurs: i) de types Fcγ, ii)  de type polysaccharide 
et iii) du complément. De plus, ils expriment le CMH II, de même que les molécules co-
stimulatoires, de manière constitutive. Néanmoins, cette expression est plus faible que chez 
les LBs et les CDs 34. 
1.3.1.3. Les cellules dendritiques 
La fonction première des CDs est la présentation antigénique. Elles ont une 
excellente capacité à endocyter du matériel exogène 17,34. Au stade immature, elles 
expriment peu de CMH II à leur surface, mais la maturation induite par la reconnaissance 
de certains PAMPs cause la redistribution du CMH II à membrane plasmique, faisant ainsi 
des CDs matures d’excellentes CPAs 34,36,37. 
  
  25 
 
1.3.2. Les molécules du CMH II 
1.3.2.1. Les molécules classiques 
Les molécules classiques du CMH II sont HLA-DR, -DP et –DQ. Elles sont 
responsables de la présentation de l’antigène à la surface cellulaire aux LTs CD4+. Les 
molécules classiques du CMH II sont très polymorphiques 23,29. Ce sont des glycoprotéines 
hétérodimériques transmembranaires de type I formées par une chaîne α et une chaîne β 
10,38. 
La queue cytoplasmique de la chaîne β comporte un motif di-leucine qui est 
partiellement responsable de l’endocytose et du recyclage des molécules à la surface 
cellulaire 39. 
1.3.2.2. La chaîne 
invariante 
La chaîne invariante est 
une glycoprotéine 
transmembranaire de type 
II 38,40. Il existe quatre 
différentes isoformes 
issues de deux différents 
codons d’initiation et de 
leur épissage alternatif: 
p33, p35, p41 et p43 41. 
L’isoforme p33 est la plus 
courante, suivie de 
l’isoforme p35. Ce dernier 
possède un motif de 
rétention au RE de type 
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RXR et ne peut sortir du RE que lorsque ce signal est masqué par la queue cytoplasmique 
de la chaîne β du CMH II 42,43.  
Peu après sa synthèse dans le RE, la région des acides aminés 87 à 107, le peptide de la 
chaîne invariante associé au CMH II (class II associated invariant chain peptide: CLIP), 
s’insère dans la niche peptidique du CMH II. Ceci prévient la liaison de peptides endogènes 
présents dans le RE 40,44,45. La chaîne invariante possède une autre fonction: elle 
chaperonne les molécules de CMH II en assurant leur repliement adéquat ainsi que 
l’appariement approprié des chaînes α et β des différents isotypes 33,38,46. 
Deux portions de la chaîne invariante assurent sa trimérisation: la région 
transmembranaire ainsi qu’un domaine de trimérisation situé dans la partie luminale de la 
molécule (voir Figure 1.2.) 23,40.  
De plus, la région cytoplasmique possède un motif de type di-leucine qui permet de 
localiser la molécule dans les compartiments endosomaux (voir Figure 1.2.) 47. C’est 
d’ailleurs la chaîne invariante qui dirige le CMH II dans ces compartiments 42. 
1.3.2.3. Les molécules non classiques 
Il existe deux molécules non classiques du CMH II: HLA-DM et -DO 14. Ces 
molécules sont peu polymorphiques et ne possèdent pas la capacité de lier des peptides 48,49. 
Comme les molécules classiques, ce sont des glycoprotéines transmembranaires 
hétérodimériques possédant une chaîne α et une chaîne β. 
HLA-DM détient deux rôles: la relâche du CLIP ou d’autres peptides ainsi que la 
stabilisation de HLA-DR 50,51. En effet, sa liaison avec le CMH II facilite la relâche des 
peptides de faible affinité et leur remplacement par d’autres ayant une plus haute affinité 
pour la niche 52. Les molécules du CMH II classiques étant très instables lorsque 
dépourvues de peptide, cette association permet la stabilisation de la molécule et prévient 
son agrégation 52. 
La queue cytoplasmique de la chaîne β de HLA-DM possède un motif de 
localisation lysosomale de type tyrosine 53–56. Ce type de motif est reconnu par les protéines 
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adaptatrices (adaptator protein: AP) et permet la relocalisation endosomale de la  molécule 
57–59. C’est grâce à ce motif que HLA-DM et HLA-DO sortent du RE 60. En effet, sans 
l’aide de HLA-DM, HLA-DO reste captif dans le RE 49. 
De son côté, HLA-DO possède également deux rôles: il stabilise HLA-DM et en 
régule négativement l’activité 50. Lorsqu’il interagit avec HLA-DM, HLA-DO prévient 
l’action de ce dernier. Ainsi, l’échange peptidique est inhibé. Il en résulte une augmentation 
des complexes CMH II-CLIP au détriment des complexes CMH II-peptide 29.  
La queue cytoplasmique de la chaîne β de HLA-DO encode un motif di-leucine. 
Des travaux réalisés par notre groupe de recherche ont démontré l’importance de ce motif 
pour la localisation du complexe HLA-DO/-DM 61. 
L’expression de HLA-DO est restreinte aux LBs, à certaines CDs ainsi qu’aux  
cellules épithéliales thymiques 60. 
1.3.3. Le transport des 
molécules du CMH II 
Les molécules du CMH II 
sont synthétisées dans le RE, où 
trois chaînes α et β s’associent 
avec un trimère de chaîne 
invariante, formant ainsi un 
complexe nonamérique (voir 
Figure 1.3.) 33. Il y a ensuite 
deux voies de sortie du RE. Le 
complexe peut passer par le 
réseau trans-golgien pour ensuite 
se retrouver dans les endosomes 
ou alors aller directement à la 
membrane cytoplasmique. Le transport via la voie exocytaire est le mécanisme par défaut 
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42. De la surface cellulaire, la protéine adaptatrice AP-2 reconnait (reconnaît) les deux 
motifs leucine de la chaîne invariante et redirige le complexe vers la voie endocytaire 62.  
De leur côté, HLA-DM et HLA-DO s’associent également dans le RE. Les complexe HLA-
DO/-DM migrent ensuite via le système trans-golgien vers les endosomes où se retrouve 
également le complexe nonamérique 49. La rencontre de HLA-DO, -DM et du CMH II dans 
les mêmes compartiments est essentielle à l’édition du répertoire peptidique par HLA-DM 
(voir Figure 1.3.). 
1.3.4. Les compartiments de classe II 
Dans les compartiments endosomaux, la fusion avec des vésicules acides ainsi que 
l’activation de pompes à protons V-ATPases contribue à leur acidification 63. Cette 
acidification permet la maturation des endosomes en endosomes tardifs et en lysosomes.  
Les molécules de CMH II s’accumulent dans des compartiments dits compartiments 
de classe II (MHC II compartiments: MIICs) 23,64. Ces compartiments sont fortement 
apparentés aux lysosomes en termes de pH et de composantes. Ils sont d’ailleurs positifs 
pour les marqueurs LAMP-1 (lysosome associated membrane protein-1) et CD63 65. 
Il existe différentes morphologies de MIICs. On distingue principalement les corps 
multilamellaires (multilamellar bodies: MLB) et les corps multivésiculaires (multivesicular 
bodies: MVB) 66.  
C’est dans les MIICs que le chargement peptidique aura lieu 67. En effet, il y a une 
forte activité protéolytique, ce qui entraîne la dégradation séquentielle de la chaîne 
invariante par les cystéines et aspartiques protéases 68. La cathepsine S, dont l’expression 
est majoritairement restreinte aux CPAs, avec l’aide d’autres protéases comme la 
cathepsine L, permet le clivage de la chaîne invariante en fragments de 22 kDa, puis de 10 
kDa pour finalement ne laisser que la portion CLIP dans la niche peptidique 23,69. 
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1.3.5. Le chargement peptidique 
Les MIICs contiennent les peptides qui seront chargés sur les molécules  de CMH 
II. Ces peptides sont issus de la dégradation de molécules acquises par autophagie ou 
encore par phagocytose 70,71. Les autophagosomes et les phagosomes fusionnent avec les 
MIICs, ce qui en permet la libération du contenu et sa dégradation subséquente. 
 Suite à la dégradation de la chaîne invariante, HLA-DM interagit avec le CMH II, 
favorisant ainsi le retrait du peptide 72. De plus, tel que mentionné plus tôt, les molécules de 
CMH II vides sont très instable, alors HLA-DM chaperonne les molécules de CMH II 
jusqu’à ce qu’un peptide de haute affinité s’insère dans la niche peptidique 50. La présence 
de HLA-DO prévient l’action de HLA-DM 73. Néanmoins, l’activité de HLA-DO est 
dépendante du pH. Il sera actif à un pH de 5.5, mais inactif à un pH de 5.0 74. De cette 
manière, HLA-DM pourra être actif dans les MIICs. 
Les molécules sont ensuite acheminées à la surface cellulaire 10. De la surface, ces 
dernières sont recyclées, ce qui permet l’internalisation des molécules et le remplacement 
de leurs peptides 75,76. Le recyclage des molécules de CMH II et le remplacement de leurs 
peptides permettent de présenter continuellement des peptides associés aux antigènes 
récemment incorporés. 
1.4. La régulation de la présentation antigénique 
La présentation antigénique étant essentielle à l’établissement d’une réponse 
immunitaire, il est primordial de réguler ce processus. De plus, une réponse exagérée et 
incontrôlée constitue un danger pouvant mener jusqu’à l’auto-immunité 13. La présentation 
antigénique est donc régulée tant au niveau transcriptionnel que post-traductionnel. 
1.4.1. La régulation transcriptionnelle 
1.4.1.1. Le transactivateur de classe II 
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La régulation de l’expression génique du CMH II est effectuée par le transactivateur 
de classe II (class II transactivator: CIITA) 77. Ce co-activateur transcriptionnel régule 
presque exclusivement les gènes associés à la présentation antigénique par le CMH I et II. 
CIITA est exprimé spécifiquement par les CPAs et les cellules épithéliales thymiques 78. Il 
est également possible d’induire son expression chez les LTs activées et/ou suite à une 
stimulation à l’interféron-γ (IFNγ) 77. De plus, son expression est régulée négativement 
suite à la différenciation des LBs en plasmocytes et la maturation des CDs 14. 
Certains microorganismes pathogènes ont développé des mécanismes d’évasion du 
système immunitaire qui touchent directement CIITA. Par exemple, le virus 
d’immunodéficience humaine (VIH), Toxoplasma et Mycobacterium inhibent l’expression 
de CIITA et des gènes du CMH 77. Ceci constitue une stratégie d’évasion du système 
immunitaire. 
1.4.1.2. Stimulation à l’IFNγ 
Suite à une stimulation à 
l’IFNγ, quatre différents 
facteurs de transcription, 
constituant l’enhanceosome, 
se lient à un module situé de 
150 à 300 paires de bases en 
amont du premier gène du 
regroupement des gènes de 
CMH II: le module SXY 
(voir Figure 1.4.) 79.  
L’enhanceosome protège 
contre la méthylation, ce qui 
améliore l’accessibilité aux 
gènes, et est responsable du recrutement de CIITA 14.  
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D’un autre côté, un autre facteur de transcription nommé STAT1 se lie à la 
séquence activée par l’IFNγ (gamma interferon activating sequence: GAS) et à la séquence 
E-box 77. Cette liaison permet d’augmenter l’accessibilité à la chromatine via l’acétylation 
des histones, ce qui facilite la transcription des gènes. 
La transcription de CIITA dépend de quatre différents promoteurs. Son isoforme 
‘’pI’’ est la plus efficace,  mais c’est l’isoforme ‘‘pIV’ qui est induite par l’IFNγ. 
L’expression induite par l’IFNɣ peut être inhibée par différentes cytokines telles 
que le facteur de croissance des tumeurs β (tumor growth factor β: TGFβ), l’IFNα et l’IL-4 
79. 
1.4.1.3. Les fonctions de CIITA 
De son côté, CIITA a plusieurs rôles. Il recrute des facteurs de transcription ainsi 
que des co-activateurs et phosphoryle l’ARN polymérase II, améliorant ainsi l’accessibilité 
aux gènes 77. Il permet sa propre transcription et celles du groupe des gènes de classe II, 
comprenant HLA-DR, -DP, -DQ, -DM, -DO, la chaîne invariante, TAP1, TAP2, PSMB8 et 
PSMB9 (voir Figure 1.4.) 14,79. Les gènes TAP1 et TAP2, impliqués dans le transport de 
peptides du cytoplasme au RE, sont des transporteurs essentiels à la présentation 
antigénique par le CMH I. De leur côté, PSMB8 et PSMB9 permettent la dégradation de 
protéines ubiquitinées et donc la génération de peptides 14. Ce sont des sous-unités de 
l’immunoprotéasome, abondantes chez les CPAs 80. En plus de favoriser la production de 
peptides propices à la présentation par les molécules du CMH, l’immunoprotéasome 
possède une activité protéolytique augmentée par rapport aux protéasomes réguliers, ce qui 
prévient l’accumulation d’agrégats protéiques et favorise le maintient de l’homéostasie des 
protéines 80,81. 
Finalement, la régulation de HLA-DO par le CIITA demeure controversée. Certains 
groupes prétendent que CIITA induit l’expression de la chaîne α de HLA-DO mais non de 
la chaîne β alors que d’autres affirment qu’il active la transcription des deux chaînes de la 
molécule 77,82,83. 
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1.4.2. Régulation post-traductionnelle 
1.4.2.1. Régulation de CIITA 
Plusieurs mécanismes de régulation post-traductionnels ciblent directement CIITA 
84–86. Par exemple, la dégradation de CIITA entraînera la diminution de la transcription des 
gènes de classe II. Une méthode alternative pour contrer l’activité transcriptionnelle de 
CIITA est la désacéthylation des histones 79. 
1.4.2.2. Inhibition du chargement peptidique 
Un autre mécanisme de prévention de la présentation antigénique est l’induction de 
HLA-DO. La présence de HLA-DO aura pour effet d’inhiber l’échange peptidique et ainsi 
empêcher la présentation d’une variété d’antigènes 60. 
La régulation du pH est également un facteur important. Ainsi, dans les CDs 
immatures, le niveau de pH trop élevé ne permet pas la dégradation de la chaîne invariante 
et donc la formation de complexes CMH-peptide 33. De la même manière, la régulation 
négative des cathepsines S et L prévient la dégradation de la chaîne invariante  33. 
1.4.2.3. L’interleukine-10 
De nombreuses cytokines influencent la présentation antigénique. Parmi celles-ci 
figure l’interleukine-10 (IL-10), une cytokine immunosuppressive et anti-inflammatoire 75. 
L’IL-10 est importante pour la terminaison des réponses immunitaires et inflammatoires 87. 
Elle est sécrétée par les LTs activés, les LBs et les monocytes 75. Chez les monocytes 
humains, elle cause une inhibition de la sécrétion des cytokines inflammatoires induites par 
le LPS ainsi qu’une diminution des molécules de CMH II, d’adhésion et de co-stimulation 
(CD80 et CD86) à la membrane plasmique. L’IL-10 engendre une accumulation du CMH II 
dans les MIICs sans en affecter la transcription, la synthèse, l’assemblage ou le chargement 
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1.4.2.4. La régulation du CMH II chez les cellules dendritiques 
 Chez les CDs immatures, les complexes CMH II-peptides sont rapidement 
endocytés et dégradés 89,90. La demi-vie des molécules de CMH II est donc réduite chez les 
CDs immatures. Suite à leur maturation, le CMH II ainsi que les molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 sont redistribuées à la surface cellulaire afin de permettre la 
présentation antigénique et l’activation des LTs CD4+ 91.  
Néanmoins, les mécanismes permettant la régulation différentielle de l’expression 
de surface du CMH II selon le stade de maturation chez les CDs étaient controversés. Une 
étude a démontré la présence des molécules de CMH II dans les vésicules internes des 
MVBs chez les CDs immatures. Selon cette étude, c’est la rétrofusion des vésicules 
internes avec la membrane limitante du compartiment suite aux signaux de maturation qui 
rendrait possible la présentation de surface. Selon ce modèle, la réorganisation des MVBs 
serait le mécanisme de régulation des CDs 92. 
Un autre modèle voulait que les complexes CMH II-chaîne invariante ne maturent 
pas chez les CDs immatures en raison de la présence de l’inhibiteur de protéases cystatin. 
Ainsi, la prévention de la dégradation de la chaîne invariante empêchait l’apparition des 
complexes CMH II-peptide et donc, la présentation antigénique. Néanmoins, de nombreux 
groupes ont par la suite démontré que la demi-vie de la chaîne invariante était semblable 
chez les CDs immatures et matures, ce qui invalida ce modèle 91. 
Les mécanismes de régulation de la présentation antigénique des CDs n’étaient alors 
pas caractérisés. Certains groupes proposèrent que la protéine AP-2 serait responsable de 
l’endocytose rapide des complexes de CMH II observée chez les CDs au stade immature. 
Suite à la maturation de ces dernières, AP-2 serait clivé, ce qui bloquerait l’endocytose des 
molécules de CMH II et favoriserait leur accumulation à la surface cellulaire. Néanmoins, 
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1.4.2.4. L’ubiquitination du CMH II 
En 2006, l’ubiquitination du CMH II fut identifiée comme étant responsable des 
divergences observées au niveau de la régulation de la molécule aux différents stades de 
maturation des CDs 37,93. Dans une étude menée par le groupe de Mellman, il fut démontré 
que l’activation au LPS de CDs immatures mettait fin à l’ubiquitination de la molécule. 
C’est l’ubiquitination de la queue cytoplasmique de la chaîne β qui serait responsable de ce 
changement de régulation 94.  
Par la suite, MARCH1 et MARCH8 furent identifiés comme régulateurs de 
l’expression de surface du CMH II chez les LBs 95,96. Les travaux de Gatti ont démontré 
que l’ubiquitination du CMH II des CDs immatures était médiée par MARCH1 97. Ils ont 
étudié la régulation du gène de MARCH1 chez les CDs et ont démontré son induction au 
stade mature seulement. 
Par la suite, un groupe a montré que les différents types de CDs régulaient 
différemment MARCH1. Ainsi, les CDs plasmacytoïdes induisent toujours l’expression de 
MARCH1 suite à leur maturation. Cette propriété leur permettrait, contrairement aux CDs 
conventionnelles de présenter un répertoire peptidique continuellement renouvelé et serait à 
la base des fonctions distinctes de ces deux sous-types de CDs 98.  
De nombreux groupes ont étudié la régulation du CMH II par MARCH1. La lysine 
225 de la chaîne β de HLA-DR fut identifiée comme étant la cible de l’ubiquitination 
93,95,97. Néanmoins, il semblerait que la lysine 219 de la chaîne α de la molécule puisse 
également être ubiquitinée à de moindres niveaux 99. 
1.5. L’ubiquitination 
L’ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés qui, lorsque conjuguée à sa cible, 
agit comme étiquette moléculaire 100. Elle est exprimée chez toutes les cellules eucaryotes 
101. Les différents effets de cette modification protéique sont déterminés par les domaines 
spécialisés pouvant lier l’ubiquitine: les motifs de liaison à l’ubiquitine (ubiquitin binding 
motifs: UBM) aussi nommés domaines de liaison à l’ubiquitine (ubiquitin binding domain: 
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UBD) 100,102. Il existe plus de 20 types d’UBMs dont: le motif d’interaction avec 
l’ubiquitine (ubiquitin interacting motif: UIM), le domaine associé à l’ubiquitine (ubiquitin-
associated domain: UBA) et le domaine de conjugaison à l’ubiquitine (ubiquitin-
conjugating domain: UBC) 103,104.  
Cette modification protéique est impliquée dans de nombreux processus dont la 
régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives 105. De plus, la machinerie 
d’ubiquitination cellulaire est souvent utilisée par les microorganismes pathogènes pour 
échapper aux mécanismes de défense du système immunitaire 103,106. Parmi ceux-ci, de 
nombreux virus encodent des protéines qui leur permettent d’exploiter à leur avantage le 
système ubiquitine de leur hôte. 
1.5.1. Les types d’ubiquitination 
On retrouve différents types d’ubiquitination; la mono-, la multi- et la poly-
ubiquitination 107. Il existe également plusieurs sous-types de poly-ubiquitination. Chaque 
type et sous-type adopte une structure spatiale différente, recrute ainsi un UBM particulier 
et engendre alors 
différents effets dans 
la cellule (voir 





ubiquitination est la 
conjugaison d’une 
seule ubiquitine à une 
cible 103. Tous les 
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types d’ubiquitination débutent par la mono-ubiquitination de la cible. Dans le cas de la 
formation de polychaînes, c’est l’étape limitante de la réaction 108. 
La mono-ubiquitination d’une protéine donne lieu à des signaux non protéolytiques 
(voir Tableau 1.1). Parmi ceux-ci se retrouvent le trafic des protéines membranaires vers les 
compartiments endocytaires, la reconnaissance protéique et la réparation de l’ADN 108–110.  
L’internalisation des récepteurs mono-ubiquitinés est une étape cruciale pour la 
désensibilisation en réponse à plusieurs signaux. Par exemple, le récepteur du facteur de 
croissance épidermique (epidermal growth factor: EGF) 111.  
1.5.1.2. La multi-mono-ubiquitination 
La multi-mono-ubiquitination ou multi-ubiquitination est la conjugaison d’une seule 
ubiquitine à différents résidus d’une molécule. Ses effets sont les mêmes que ceux de la 
mono-ubiquitination (voir Tableau 1.1.) 109. Néanmoins, la multi-ubiquitination augmente 
la liaison des protéines contenant les UBM et donc, l’efficacité de la reconnaissance 112. 
1.5.1.3. La poly-ubiquitination 
La poly-ubiquitination est la conjugaison d’une chaîne d’ubiquitine à un substrat 103. 
L’ubiquitine contient 7 lysines qui peuvent elles-mêmes être la cible d’une autre ubiquitine 
113. Les poly-chaînes ainsi formées sont de type K-6, K-11, K-27, K-29, K-33, K-48 ou K-
63 dépendent de la lysine utilisée 103,107. 
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L’addition d’ubiquitines pour former des poly-chaînes à une protéine mono-
ubiquitinée se nomme l’élongation. Cette étape est de 5 à 30 fois plus rapide que la mono-
ubiquitination 108.  L’élongation de la chaîne peut se faire une ubiquitine à la fois ou en 
bloc. 
Les effets de la poly-ubiquitination sont nombreux et dépendent du sous-type de 
poly-chaînes 113. On retrouve principalement des poly-chaînes de types K-48 et K-63, mais 
également des K-11 et K-29. Les autres types de poly-chaînes sont beaucoup moins 
fréquents.  
Différents UBD reconnaîtront les différents types de chaînes, ayant ainsi différents 
effets (voir Tableau 1.1) 100,104. Par exemple, le protéasome 19S reconnait les poly-chaînes 
de type K-48 composées d’un minimum de quatre ubiquitines 109,114,115. D’un autre côté, les 
chaînes de type K-63 ressemblent à une chaîne d’ubiquitines linéaires 116. Pour cette raison, 
ce type d’ubiquitination mène aux mêmes effets que la mono-ubiquitination. Les effets sont 
tels que la redirection vers les endosomes tardifs et la transduction de signaux 103,117. 
Néanmoins, de récentes évidences portent à croire que les poly-chaînes de type K-63 
peuvent également causer une dégradation protéosomale 118. 
 
1.5.1.4. Les chaînes de type mixte 
Il a été décrit que des chaînes mixtes peuvent être formées. Ces chaînes peuvent 
comprendre plus d’une branche ou encore une bifurcation. Néanmoins, la fonction de ce 
type de chaînes est inconnue à ce jour 107. 
1.5.2. Le processus d’ubiquitination 
L’ubiquitination est une réaction enzymatique séquentielle qui implique trois 
enzymes: l’enzyme d’activation de l’ubiquitine (E1), l’enzyme de conjugaison de 
l’ubiquitine (E2) et l’ubiquitine ligase (E3) 108,114.  
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Dans un premier temps, la E1 active l’ubiquitine libre dans le cytoplasme par la 
formation d’un lien thioesther entre la cystéine de son site actif et la glycine 76 de 
l’ubiquitine. Ce 
processus nécessite la 
consommation 
d’énergie sous forme 
d’ATP. L’ubiquitine 
activée peut ensuite 
former un lien avec 
une cystéine du site 
actif d’une E2. Par la 
suite, le complexe E2-
ubiquitine se lie à la E3 
qui détermine le 
substrat et permet le 
transfert de 
l’ubiquitine à la 
molécule cible (voir 
Figure 1.6.) 114. 
La liaison de l’ubiquitine à son substrat se fait par un lien covalent entre la glycine 
C-terminale de l’ubiquitine et une lysine 113,119. Le choix du résidu à ubiquitiner se fait en 
fonction de l’accessibilité et non de la séquence primaire 108,120. 
En 2005, le groupe de Coscoy a démontré pour la première fois qu’un autre acide aminé 
que la lysine pouvait lier l’ubiquitine 121. Nous savons désormais que l’ubiquitine peut 
également être conjuguée aux sérines, aux thréonines et aux cystéines 120,122.  
1.5.3. Les joueurs 
1.5.3.1. Les enzymes d’activation E1 
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Jusqu’à tout récemment, une seule E1 avait été identifiée. À ce jour, deux E1s ont 
été identifiées chez les mammifères. La découverte de la deuxième date de 2007 123. 
1.5.3.2. Les enzymes de conjugaison E2 
À l’heure actuelle, il y a plus de 40 E2s de répertoriées 114,124. Ce sont les 
régulateurs clés de l’assemblage des chaînes. En plus de déterminer la topologie de la 
chaîne, elles font le changement de l’étape d’initiation à celle d’élongation 114. Chaque E2 
se spécialise dans un certain type d’ubiquitination, mais plusieurs ont des fonctions 
redondantes 125. Par exemple, Ubc13 est la seule E2 à permettre la formation de poly-
chaînes de type K-63, UBE2S et UBE2C forment des courtes chaînes de type K-11 alors 
que Ubc13 et Ubc5 permettent la conjugaison de la première ubiquitine 126. 
L’affinité des E2s pour les E1s augmente lorsque ces dernières portent une 
ubiquitine. En effet, la E1 subit un changement conformationnel qui permet alors une 
meilleure exposition du site de liaison à la E2 114. Les E2s ont des domaines de liaison à la 
E1 et à la E3 qui se chevauchent, empêchant ainsi la liaison simultanée aux deux enzymes, 
ce qui aurait pour conséquence le ralentissement du processus. Il y a donc liaison 
séquentielle de la E2 à la E1, puis à la E3. La E2 se relie ensuite à la E1 pour se recharger et 
le processus recommence 108.  
Chaque E2 peut interagir avec plusieurs E3s et les sites de liaison pour les 
différentes E3s ne sont pas nécessairement les mêmes 114. De plus, les E2 peuvent lier des 
cofacteurs qui influenceront leur localisation et leur spécificité envers la E3 114. Aussi, les 
E2s peuvent elles-mêmes être membranaires. UbcH6 par exemple, permet une accessibilité 
plus facile à certaines E3 127. 
1.5.3.3 Les E3 ubiquitine ligases 
Il y a entre 600 et 1000 E3s répertoriées chez les mammifères et ces chiffres ne 
cessent d’augmenter 108,114. Les E3s, de par leur variété en terme de localisation ainsi que 
de par leur capacité à interagir directement avec le substrat, sont les molécules permettant 
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la spécificité de la réaction. Pour cette raison, ce sont les plus régulées du processus 109. La 
dérégulation des E3s, par exemple MDM2, est d’ailleurs associée à plusieurs cancers 121,128.  
Certains microorganismes pathogènes tels que Shigella et Salmonella injectent des 
E3s afin de permettre la dégradation de molécules comme les MAPKs, ce qui favorise leur 
évasion du système immunitaire 99,129. D’autres microorganismes pathogènes manipulent 
les systèmes d’ubiquitination de leur hôte afin de bloquer des réactions qui ne leur sont pas 
favorables 106. 
Il y a deux catégories de E3 ubiquitine ligases: les homologues du C-terminal de 
E6-AP (homologous to E6-AP carboxy terminus: HECT) et les nouveaux gènes très 
intéressants (really interesting new gene: RING).  
1.5.3.3.1 Les E3 ubiquitin ligases de type HECT 
 Il existe environ 60 familles de E3s de type HECT 114. Ces E3s forment un lien 
thioester avec une cystéine conservée des E2s. Contrairement aux E3s de type RING, elles 
sont catalytiquement actives et ce sont elles qui médient le transfert de l’ubiquitine à la 
cible 119. 
1.5.3.3.2 Les E3 ubiquitin ligases de type RING 
La plus grande majorité des E3 ligases sont de type RING et la plupart d’entre elles 
sont cytoplasmiques ou nucléaires 130. Elles servent de pont entre la E2 et la molécule cible 
121,130. C’est la liaison avec le RING qui permet l’activation complète de la E2 et 
l’ubiquitination du substrat 114. Ces E3s peuvent agir seules ou encore nécessiter la présence 
d’autres protéines pour lier leur substrat et alors agir sous forme de complexe.  
1.6. Le domaine RING 
Ce domaine était d’abord considéré comme étant impliqué dans la réparation de 
l’ADN. Plusieurs années plus tard, un premier lien a été établit avec l’ubiquitination. C’est 
seulement en 1999 que la fonction de E3 ubiquitine ligase a été confirmée 108.  
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Les RINGs classiques sont longs de 100 acides aminés 125,130. D’un point de vue 
structurel, ils permettent la coordination de 2 atomes de zinc 108,131. Ils font partie des 
motifs doigt de zinc caractérisés par une séquence conservée de cystéines et d’histidines. 
Les cystéines et les histidines des doigts sont les résidus qui lient le zinc. Les RINGs 
classiques comprennent dans l’ordre 3 cystéines, une histidine et 4 cystéines: C3HC4 132.  
Un autre type de RING est le C4HC3 nommé RING-CH ou RINg-v (‘’RING variant’’) 133. 
Ces RINGs sont plus petits et font approximativement 60 acides aminés de long 125. Ils sont 
fortement apparentés aux homéodomaines de plantes (plant homeodomaines: PHD) et aux 
domaines de la protéine associée à la leucémie (leukemia-associated protein domain: LAP). 
Les poxvirus et les herpesvirus possèdent des E3 ligases avec un RING de type RING-CH 
133. 
 
1.6.1. Ses fonctions 
Le RING est responsable de l’activité ligase, mais également de l’interaction avec 
d’autres protéines 134. En effet, les RINGs sont globulaires et rigides, ce qui constitue une 
plateforme de choix pour les interactions protéiques. Pour cette raison, il est souvent 
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responsable de la reconnaissance du substrat. De plus, la formation de dimères via les 
RINGs est fréquemment observée 108,135. Tel que mentionné précédemment, c’est 
également lui qui permet la liaison à la E2 136. Néanmoins, cette liaison est souvent très 
faible et nécessite la fortification de l’interaction par d’autres régions 108.  
1.6.2. Les RINGs inactifs 
Certaines protéines possèdent des RINGs qui n’ont pas d’activité E3, par exemple, 
Bard1, Bmi1 et MdmX. Dans tous les cas, ils hétérodimérisent avec des protéines 
possédant un RING actif, ce qui a pour effet d’augmenter l’activité ligase de ces dernières 
108,134,135. 
1.6.3. L’inactivation des RINGs 
Dans l’étude des E3 ligases, le meilleur contrôle est souvent la molécule étudiée 
pour laquelle on inactive le RING par mutation. Une manière efficace d’inactiver un RING 
est d’en muter les cystéines, détruisant par contre sa structure générale. La mutation des 
résidus isoleucine et tryptophane permet de modifier la polarité et la charge du RING. Ces 
acides aminés sont conservés et ce sont les tryptophanes du RING qui lient les E2s. Ces 
modifications engendrent une inactivation du domaine sans trop en affecter la structure 
générale 108. 
1.6.4 Régulation des RINGs.  
La phosphorylation est souvent requise pour la régulation des E3s 108. Par exemple, 
la phosphorylation de MDMx mène à sa dégradation 135. De plus, la fonction et 
l’expression de plusieurs protéines de type RING sont régulées par autoubiquitination 137. 
D’autres, comme MDMx et MDM2 forment des dimères, permettant ainsi la trans-
ubiquitination 135. Une autre modification connue du RING est la neddylation qui consiste 
en l’ajout de molécules de NEDD8 par un processus similaire à celui de l’ubiquitination. 
Celle-ci stimule l’interaction avec le E2, ce qui a pour effet d’augmenter l’ubiquitination de 
la molécule cible 109. 
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1.7. Les molécules de la famille MARCH 
MARCH signifie RING-CH associé à la membrane (membrane-associated RING-
CH). Les membres de la famille MARCH sont parfois nommés MIR ce qui signifie 
modulateur de la reconnaissance immunitaire (modulator of immune recognition) 133. La 
famille comporte les MIR viraux et les MARCHs cellulaires 138. Le membre original est 
mK3, encodé par un herpesvirus et a été démontré en 2000 comme étant impliqué dans 
l’évasion virale 139. 
La caractéristique principale des membres de cette famille est la présence d’un 
RING de type C4H3C. De plus, la majorité sont des protéines de type III, c’est-à-dire 
qu’elles possèdent 2 domaines cytoplasmiques 121,130. 
1.7.1. Les homologues viraux 
1.7.1.1. Les gènes viraux acquis des eucaryotes 
Les virus acquièrent plusieurs de leurs gènes chez les hôtes qu’ils infectent. Les 
gènes sélectionnés sont ceux qui sont favorables à l’établissement d’une infection ou alors à 
l’évasion du système immunitaire. C’est le cas de l’herpesvirus associé au sarcome de 
Karposi (Karposi’s associated herpes Virus: KSHV), pour qui de nombreux gènes ont été 
acquis des mammifères qu’ils infectent. Parmi ceux-ci, KSHV possède un homologue viral 
de l’IL-6, dont la séquence comporte 24.7% d’identité avec la cytokine humaine. Ce faible 
pourcentage est néanmoins suffisant à l’obtention d’une structure tridimensionnelle 
similaire entre les deux molécules. L’IL-6 a été démontrée comme favorisant les tumeurs 
chez plusieurs myélomes via un mécanisme de suppression de l’apoptose. De plus, les 
sarcomes de Karposi expriment de hauts niveaux du récepteur de l’IL-6 et il a été démontré 
que l’IL-6 viral encodée par KSHV favoriserait la croissance de ces tumeurs 140. 
De la même manière, les MARCHs viraux auraient été acquis des vertébrés. Leurs 
cibles étant des joueurs de la reconnaissance immunitaire, ils favorisent l’établissement 
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d’une infection latente en prévenant la présentation antigénique et donc l’élimination des 
cellules infectées par le système immunitaire 126,130.  
1.7.1.2. La nomenclature 
Les homologues viraux sont produits par poxvirus et les gamma-herpesvirus. Le 
gamma-herpesvirus murin encode le gène K3. La protéine se nomme MIR1 ou alors mK3 
pour murin-K3. De son côté, KSHV encode également un gène nommé K3, mais aussi un 
second gène fortement similaire nommé K5. Les protéines issues de ces gènes se nomment 
MIR1 et MIR2, ou encore kK3 et kK5 pour KSHV-K3 ou -K5 130,138.  
L’appellation MIR est favorisée, néanmoins, dans un objectif de simplification et 
pour différencier le MIR1 du virus murin et humain, mK3, kK3 et kK5 seront ici utilisés 
pour désigner les différentes protéines. 
1.7.1.3. Leurs cibles 
mK3 cible le CMH I, la molécule d’adhésion ICAM-1, le co-récepteur CD86 ainsi 
que CD1d 130,133. Il se lie à la chaîne lourde du CMH I au RE et permet la formation de 
poly-chaînes d’ubiquitine de type K-48. Cette ubiquitination, en collaboration avec la voie 
de dégradation associée au RE ERAD (ER-associated degradation), voie qui permet la 
rétro-translocation des protéines mal repliées du RE au cytoplasme, cause la dégradation 
protéosomale du CMH I 141,142. 
De leur côté, kK3 et kK5 ciblent également le CMH I, ICAM-1, CD86 et CD1d. De 
plus, kK5 cible aussi MICA et MICB, PECAM, ALCAM, le récepteur de l’IFN-γ et AICL 
143. Ils sont retrouvés dans le RE, mais contrairement à mK3, ils agiraient plutôt depuis la 
membrane plasmique. Leur interaction avec le CMH I permet la génération d’une 
polychaîne de type K-63, ce qui a pour effet l’endocytose des molécules et leur dégradation 
de manière lysosome-dépendante 121,130,144.  
D’autres virus de la famille herpes possèdent un gène K3. Par exemple, le virus 
rhésus de fibromatose produit la protéine rfK3 qui touche également ICAM1, mais non 
B7.2 145. 
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1.7.1.4 Les domaines et motifs 
1.7.1.4.1. Les domaines transmembranaires 
Les portions transmembranaires (TM) de kK3 et kK5 sont requises pour la 
reconnaissance de la cible 126,146–148. De plus, les TMs sont requis pour dimériser en plus de 
jouer un  rôle dans la compartimentalisation.  
1.7.1.4.2. Les motifs tyrosine 
Ces E3 virales possèdent un motif de localisation lysosomal à base de tyrosine qui est 
requis pour leurs fonctions 121. En effet, la mutagénèse dirigée de ces motifs inactive les 
molécules 149.  
1.7.1.4.3. Le domaine DIRT 
DIRT signifie domaine entre le RING-CH et le premier TM (domain in-between the 
RING-CH and the first TM). Il a été démontré pour mK3 que cette portion de la molécule 
était requise à la reconnaissance des substrats à ubiquitiner 120. 
C’est par une recherche d’homologie de séquence que les MARCHs cellulaires ont 
été découverts 150. 
1.7.2. Les MARCHs cellulaires 
La plupart des MARCHs ciblent des molécules jouant d’importants rôles dans les 
réponses immunitaires tels que le CMH I, le CMH II et CD4 (voir Tableau 1.2) 121. 
Il y a 11 membres chez les eucaryotes 151. À l’exception de MARCH7 et 
MARCH10, qui sont cytoplasmiques, ils sont tous membranaires (voir schéma de 
MARCH1: Figure 1.8.) 121.  Les cibles sont regroupées dans le Tableau 1.2. 
1.7.2.1. Les paires de MARCHs 
Il existe trois paires de MARCHs fortement reliés: MARCH2 et MARCH3, 
MARCH1 et MARCH8, et MARCH4 et MARCH9 133. 
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 MARCH2 et MARCH3 sont 
exprimés de manière ubiquitaire et se 
localisent dans les endosomes 133. Ils 
ciblent certains SNARES et influencent le 
trafic entre le réseau trans-golgien et les 
endosomes. MARCH2 a également été 
démontré comme régulant le récepteur à la 
transferrine (Tfr) et HLA-DM 152,153.  
MARCH4 et MARCH9 ciblent le 
CMH I et CD4 et ne peuvent ubiquitiner 
que les lysines. MARCH9 touche 
également ICAM1 et se localise aux 
lysosomes 121,154. De son côté, MARCH4 
est retrouvé au RE 133. 
La troisième paire, MARCH1 et 
MARCH8, concerne directement cette 
étude et sera discutée dans la prochaine 
section.  
1.7.2.2. Les autres membres de la famille 
Les autres membres de la famille 
étant moins connus, seulement quelques 
particularités seront présentées. MARCH5 
se localise dans les mitochondries alors que 
MARCH11 est abondant dans les 
spermatozoïdes en développement 121,155,156. MARCH6 possède 13 domaines TMs et est 
localisé dans le RE. Il médie une dégradation de type protéosomale en collaboration avec la 
voie ERAD 121,157. MARCH7 est exprimé dans le cerveau, le thymus, les muscles et les 
reins. Il est impliqué dans le développement thymique en ciblant LIF et FoxP3 158. Il joue 
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également un rôle important dans le développement neuronal 151. De plus, il possède la 
capacité de s’autoubiquitiner 121,151. 
1.7.3. MARCH8 
MARCH8 a été le premier MARCH cellulaire à être caractérisé 95. C’est en 2006 
que le groupe du Dr. Ishido a identifié MARCH8 comme ciblant le CMH II. Il s’agissait de 
la première démonstration d’une E3 ubiquitine ligase qui cible cette molécule 95. 
MARCH8 n’était pas encore classé parmi les MARCHs et portait alors le nom de c-
MIR (cellular-MIR: MIR-cellulaire). Son RING était alors considéré comme un domaine de 
type BKS-PHD et proposé comme étant un nouveau type de RING 159. 
1.7.3.1 La souris transgénique MARCH8 
La génération d’une souris transgénique exprimant MARCH8 sous le contrôle du 
promoteur de la chaîne invariante a permis l’expression de la protéine dans les LBs, les 
macrophages et certaines CDs. Son expression forcée engendre une diminution de 
l’expression de CD86, du Tfr et de Fas. De plus, les souris transgéniques MARCH8 
présentaient plus de CMH II ubiquitiné que les souris sauvages 95. 
1.7.3.2. Mécanisme d’action 
Il a été proposé que MARCH8 interagirait avec sa cible à la surface cellulaire 160. 
Cela permettrait l’ubiquitination depuis la surface cellulaire pour ainsi causer l’endocytose 
et la dégradation lysosomale de ses molécules cibles 160. 
1.7.3.3. La paire MARCH8-MARCH1 
Les régions catalytiques et TMs de MARCH8 et MARCH1 comportent 80% 
d’identité de séquence 96. Il s’agit de la paire la mieux caractérisée. Ils ont pour cibles 
communes CD86, Fas, le Tfr, le CMH II et HLA-DM 133,153,161,162.  
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1.8. MARCH1 
Il a d’abord été démontré que MARCH1 permettait la régulation du CMH II chez 
les LBs 96. Cette régulation se fait via l’ubiquitination de la lysine 225 de la queue 
cytoplasmique de la chaîne β du CMH II 93,96. Dans une publication subséquente, notre 
groupe a démontré l’ubiquitination du CMH II en présence de MARCH1 ainsi que 
l’interaction directe entre les deux molécules (voir Annexe I)  163.  
MARCH1 permet également l’ubiquitination de CD86 sur plusieurs lysines, mais 
préférentiellement celle proximales aux domaines TMs 161. L’ubiquitination de HLA-DM 
cible l’unique lysine présente sur la chaîne α de la molécule 162. 
Finalement, la présence ou l’absence d’ubiquitination du CMH II a été démontrée 
comme jouant un rôle clé dans les différentes propriétés de présentation des différents sous-
types de CDs 98. 
1.8.1. La souris MARCH1 KO 
L’équipe du Dr. Ishido a généré une souris déficiente pour l’expression de 
MARCH1 96. Ils ont démontré qu’il y avait plus de CMH II et que la demi-vie de la 
protéine était prolongée chez cette souris par rapport à la souris sauvage. Aussi, des travaux 
par d’autres groupes ont démontré une présence augmentée de CD86 à la surface cellulaire 
pour la souris MARCH1 KO 153,161. 
1.8.2. L’expression 
Des expériences de PCR quantitatif en temps réel ont révélé que l’expression de 
MARCH1 est restreinte aux organes lymphoïdes secondaires 96,133. Cette E3 est retrouvée 
chez les CDs immatures seulement 96,97. MARCH1 est également exprimé chez les LBs, 
particulièrement ceux de type folliculaires 96,164.  Finalement, on le retrouve aussi chez les 
macrophages et à de très faibles niveaux chez les LTs 96. 
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Malgré la détection de l’ARN messager de MARCH1, la protéine endogène n’est 
pas détectable 165. De plus, sa demi-vie est très courte, soit de 30 minutes chez les CDs 
murines primaires, ce qui laisse croire à la présence de mécanismes de régulation post-
traductionnels 165. Les mécanismes de régulation de MARCH1 sont encore peu caractérisés. 
1.8.3. Mécanismes de régulation 
1.8.3.1. Régulation transcriptionnelle 
Tel que mentionné plus haut, la transcription de MARCH1 est réprimée suite à la 
maturation des CDs induite par une stimulation au LPS 97. 
De plus, nous avons démontré que la transcription de MARCH1 est induite suite à 
une stimulation de monocytes primaires humains à l’IL-10. C’est d’ailleurs le seul membre 
de la famille MARCH à être induit par l’IL-10 dans ces cellules. De plus, nos résultats 
montrent qu’en absence de MARCH1, il y a inhibition de la rétention intracellulaire du 
CMH II en réponse à l’IL-10 163.  Aussi, de récents travaux démontrent l’induction de 
MARCH1 par l’IL-10 dans les CDs 166. Finalement, une autre étude démontre que 
MARCH1 est responsable de la rétention intracellulaire de CD86 en réponse à l’IL-10 chez 
ces cellules 153. Globalement, ces résultats font de MARCH1 une molécule clef dans la 
réponse anti-inflammatoire à l’IL-10. 
1.8.3.2. Régulation post-traductionnelle 
Le groupe de Lybarger a observé qu’un mutant inactif de la molécule murine était 
exprimé à de plus forts niveaux, permettant ainsi de suspecter l’ubiquitination comme 
mécanisme d’autorégulation. Néanmoins, ils n’ont pas été en mesure de détecter 
l’ubiquitination de la molécule 165. De plus, un autre groupe rapporte qu’aucune différence 
en termes de stabilité n’a pu être observée entre MARCH1 et un mutant au RING inactif 
138.  
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La dégradation de la protéine murine se fait de manière lysosomale et requiert les 
cystéines protéases, tout particulièrement la cathepsine L 165. Néanmoins, le mécanisme et 
les signaux demeurent inconnus. 
1.8.4. Régulation de l’activité ligase 
Une étude récente a démontré que la molécule CD83 prévenait l’activité ligase de 
MARCH1 à l’égard du CMH II et de CD86. En effet, les résultats de Goodnow et de son 
équipe ont démontré qu’en présence du domaine TM de CD83, l’association entre 
MARCH1 et le CMH II est prévenue, empêchant ainsi l’ubiquitination de la molécule 166. Il 
s’agit de la première démonstration d’une protéine pouvant bloquer l’effet de MARCH1 
envers sa cible. 
1.8.5. Localisation 
Deux motifs tyrosine de localisation endosomale ont été identifiés dans la portion 
cytoplasmique C-terminale de la molécule murine et humaine (Figure 1.8.). La mutation de 
ces motifs inactive la molécule. Il semblerait aussi que d’importants éléments de 
localisation soient présents dans 
la portion cytoplasmique N-
terminale,  étant donné que la 
suppression d’une importante 
portion de ce domaine délocalise 
la protéine 165. 
Le groupe de Lybarger a 
démontré que MARCH1 murin se 
situe dans les endosomes tardifs 
de type lysosomes de par  sa 
colocalisation avec la protéine LAMP-1 165. Puisque MARCH1 dirige le trafic aux 
endosomes tardifs du CMH II, pour en causer une dégradation rapide, il est possible que la 
molécule voyage avec son substrat jusqu’à cette destination finale 97.  
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Néanmoins une colocalisation avec le marqueur Furine du réseau trans-golgien a 
également été rapportée. Ceci n’exclut pas la possibilité que MARCH1 chemine via le golgi 
vers les endosomes tardifs, mais démontre que sa localisation n’est pas restreinte aux 
endosomes 165.  
1.9 Objectifs et hypothèses de travail 
1.9.1 Importance des travaux 
MARCH1 est un régulateur clef de l’expression de surface du CMH II. La 
présentation antigénique étant une étape cruciale dans le développement de la réponse 
immunitaire adaptative, la compréhension des mécanismes de régulation de MARCH1 est 
essentielle à sa manipulation. Ainsi, une meilleure caractérisation de la molécule 
permettrait son utilisation éventuelle dans divers traitements. Par exemple, l’efficacité de la 
vaccination à base de CDs repose sur la présentation antigénique efficace de ces cellules 
167,168. Dans cette situation par exemple, l’activité de MARCH1 n’est pas souhaitable.  
D’un autre côté, de nombreuses maladies auto-immunes sont causées par la 
reconnaissance d’auto-antigènes présentés et reconnus par les LTs. Ainsi, la sclérose en 
plaque et l’encéphalomyélite allergique expérimentale (EAE) chez la souris sont causées 
par la reconnaissance et la destruction des antigènes de la myéline. La disparition de la 
gaine protectrice expose alors le nerf, ce qui en diminue l’efficacité de transduction de 
signal 169,170. Un autre exemple est le diabète. Dans ce cas, les cellules β des ilots de 
Langerhans du pancréas présentent des antigènes cellulaires qui entraînent leur destruction 
par les LTs et l’apparition de la maladie 13. Dans le cas de ces maladies, l’induction ou 
l’activation de MARCH1 ou d’un autre membre de la famille dans les cellules productrices 
de myéline ou les cellules bêta préviendrait la présentation d’auto-antigènes et le 
développement de ces troubles auto-immuns.  
Néanmoins, la manipulation efficace de MARCH1 requiert une compréhension en 
profondeur de ses mécanismes d’action, de ciblage et de régulation. À l’heure actuelle, les 
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connaissances concernant MARCH1 sont limitées et la majorité des informations connues 
concernent la molécule murine. Les travaux présentés dans cette étude portent sur la 
structure-fonction de MARCH1 humain dans le contexte de la régulation de l’expression de 
surface des molécules de CMH II. 
1.9.2. Hypothèses 
1.9.2.1. Autorégulation de MARCH1 
Étant donné l’impossibilité de détecter la forme protéique de MARCH1, et ce 
malgré une importante induction au niveau transcriptionnel, nous croyons que la molécule 
s’autorégule par ubiquitination. 
Hypothèse 1: MARCH1 s’autoubiquitine. 
1.9.2.2. Formation de dimères 
En raison des nombreuses E3 ubiquitine ligases formant des homo- et des  hétéro-
dimères et l’observation de ce phénomène chez les homologues viraux des MARCHs, nous 
croyons que MARCH1 possède la capacité de dimériser. 
Hypothèse 2: MARCH1 dimérise. 
1.9.2.3. Importance des domaines transmembranaires 
Puisque les TMs sont souvent impliqués dans les interactions protéiques et que 
plusieurs MARCHs ont été démontrés comme interagissant avec leurs cibles par ces 
régions, nous pensons qu’ils sont impliqués dans la reconnaissance et l’interaction avec le 
CMH II.   
Hypothèse 3: Les domaines transmembranaires de MARCH1 reconnaissent et 
interagissent avec la cible. 
1.9.2.4. Nécessité des motifs de localisation pour la fonction 
Étant donné la démonstration de la nécessité des motifs tyrosine de localisation 
endosomale de la queue cytoplasmique C-terminale de MARCH8 humain et de MARCH1 
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murin, nous émettons l’hypothèse que ces motifs soient également requis pour la fonction 
de MARCH1 humain. Ainsi, la localisation de MARCH1 dans les endosomes tardifs serait 
nécessaire à la régulation de surface du CMH II par celui-ci.  
Hypothèse 4: La localisation endosomale de MARCH1 est médiée par ses motifs 
tyrosine et est requise pour sa fonction. 
1.9.3 Objectif 
L’objectif de ce projet est de caractériser les éléments requis au fonctionnement de 
MARCH1. Nous désirons identifier les motifs et les portions de la molécule jouant un rôle 
dans la régulation de la présentation antigénique. Ainsi, les motifs identifiés au niveau de la 
séquence primaire, de même que les pré-requis soupçonnés en matière de complexe 
protéique, de structure et de localisation seront étudiés. La principale approche utilisée est 
la mutagénèse dirigée des divers éléments connus ou soupçonnés d’avoir un rôle dans la 
fonction ou la régulation de la molécule. La génération de molécules chimériques et la 







CHAPITRE 2: Article 1 
Autoregulation of MARCH1 expression by dimerization and autoubiquitination 
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Préface 
Le premier article comprend la caractérisation des mécanismes de régulation de 
MARCH1. Les techniques employées sont l’immunoprécipitation, l’immunoblot, la 
microscopie confocale, le marquage radioactif, la cytométrie en flux et le BRET. Dans cet 
article, nous démontrons l’autouiquitination de MARCH1 ainsi que sa capacité à former 
des homo- et des hétérodimères avec d’autres membres de la famille. De plus, nous 
identifions les domaines transmembranaires comme étant essentiels à la dimerization ainsi 
qu’à l’interaction avec le substrat. 
Le projet est né d’une expérience de BRET, effectuée par curiosité, alors que je 
m’entraînais à maîtriser la technique. Les résultats ont révélé la formation de dimères de 
MARCH1. La suite logique du projet a été élaborée par le Dr. Jacques Thibodeau et moi-
même en réaction à chacun des résultats obtenus. 
 
Référence de l’article 1 
Marie-Claude Bourgeois-Daigneault and Jacques Thibodeau, Autoregulation of 
MARCH1 expression by dimerization and autoubiquitination, Journal of Immunology 
2012. 
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2.3. Material and methods 
  




2.4.1. MARCH1 is polyubiquitinated 
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2.4.2. Ubiquitination of MARCH1 is not required for its function 
2.4.3. Ubiquitination of MARCH1 regulates its turnover 
  
  60 
 
 
2.4.4. Autoubiquitination of MARCH1 
2.4.5. MARCH1 forms homo- and heterodimers 
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2.4.6. Dimerization of MARCH1 depends on the transmembrane domains 
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2.4.7. Dimer formation régulates the stability of MARCH1 
2.5. Discussion 
  

























CHAPITRE 3: Article 2 
Identification of a novel motif that affects the conformation and activity of the MARCH1 
E3 ubiquitin ligase 
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Préface 
Le deuxième article porte sur l’investigation de l’importance de la localisation de 
MARCH1 pour sa fonction ainsi que l’identification d’un nouveau motif. De nombreux 
mutants de MARCH1 ont été générés, par substitution et par délétion, ainsi que des 
chimères entre MARCH1 et le CMH II ou la chaîne invariante. Nous avons eu recours aux 
techniques de FRET, de microscopie confocale, de cytométrie en flux, d’analyse 
d’exosomes, de western blot et de BRET pour ce projet. Dans cet article, nous démontrons 
que les motifs de ciblage aux endosomes compris dans la queue cytoplasmique C-terminale 
de MARCH1 sont fonctionnels, mais non requis à l’activité de la molécule. Nos résultats 
révèlent également la présence d’éléments de ciblage dans la portion cytoplasmique N-
terminale de MARCH1. Finalement, nous identifions la valine 221 comme faisant partie 
d’un motif essentiel au fonctionnement optimal de MARCH1 sans lequel l’orientation 
spatiale des queues cytoplasmiques se voit altérée. 
Le premier article nous a permis d’approfondir nos connaissances en matière de 
régulation de MARCH1. Nous nous sommes ensuite intéressé à l’importance de la 
localisation et des motifs à base de tyrosine pour la fonctionnalité de la molécule. 




Marie-Claude Bourgeois-Daigneault and Jacques Thibodeau, Identification of a novel 
motif in MARCH1 that affects the conformation and the E3 ubiquitin ligase activity, 
Soumis à Molecular and Cellular Biology. 
  











3.3. Material and methods 
  





3.4.1. MARCH1 is not active in the biosynthetic pathway 
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3.4.2. MARCH1 and MHC II interact in the endocytic pathway 
 
3.4.3. The N-terminal cytoplasmic tail of MARCH1 includes sorting 
signals 
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3.4.4. Endosomal sorting elements in the C-terminal cytoplasmic domain 
 
3.4.5. Differential role of the tyrosine-based motifs in mouse and human 
MARCH1  
 
3.4.6. The tyrosine-based endosomal sorting motifs of MARCH1 affect its 
trafficking 
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3.4.7. A short sequence in the C-terminal cytoplasmic portion of 
MARCH1 is important for its activity 
 
3.4.8. The valine 221 is important for the function of MARCH1 






























205 215210 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
WT -      KVYVQLWRRLKAYNRVIFVQNCPDTAKKLEKNFSCNVNTDIKDAVVVPVPQTGANSLPSAEGGPPEVVSV - Cter
YY -      KVFVQLWRRLKAFNRVIFVQNCPDTAKKLEKNFSCNVNTDIKDAVVVPVPQTGANSLPSA - Cter
640 -   KVYVQLWRRLKAYNRVIFVQNCPDTAKKLE - Cter
642 -   KVYVQLWRRLKAYNRVIFVQNCPDTAKK - Cter
648 -   KVYVQLWRRLKAYNRVIFVQNC - Cter
651 -   KVYVQLWRRLKAYNRVIFV - Cter



















FIG 1 MARCH1 does not prevent the cell surface expression of MHC II in the endoplasmic reticulum. (A) Sequence 
alignment of the C-terminal cytoplasmic portions of the MARCH1 mutants used in this study. The underlined shaded 
VHTXHQFHV LQGLFDWH WKH SUHGLFWHG W\URVLQHEDVHG VRUWLQJ PRWLIV % 6FKHPDWLF UHSUHVHQWDWLRQ RI 0ǻ DQG
M1KKxx. (C) Confocal microscopy analysis of HeLa cells transfected with YFP-M1KKxx or YFP-MARCH1 and stained 
for calnexin. (D) HEK 293T CIITA cells were transfected with YFP-MARCH1, YFP-M1KKxx RU<)30ǻ DQG
analyzed by flow cytometry for the surface expression of DR. (E) HeLa DR1 cells were transfected with YFP, YFP-
MARCH1 or YFP-M1KKxx and stained for the cell surface expression of DR. Data are representative of at least two 
experiments.
  

































  81 
 



















































































































FIG 3 The MARCH1 N-terminal cytoplasmic portion includes sorting signals. (A) Schematic 
representations of Ii, MARCH1 and the M1-Ii chimera used in this study. (B) Flow cytometry 
analysis of HEK 293T cells transfected with M1-Ii with or without DR. Cells were stained for the 
Ii luminal region (left panel) or DR-CLIP complexes (right panel). The shaded curves represent 
the cells stained with the secondary antibody alone. (C) HEK 293T cells were transfected or not 
with Iip33, M1-Ii or Iip35. Cells were analyzed by flow cytometry and the MFVs were plotted as 
bar charts (left panel). Cells were also permeabilized and stained to measure total cellular 
expression. A ratio of the surface over total expression was plotted (right panel). NT indicates 
untransfected cells. (D) HEK 293T cells were analyzed as in panel C but after co-transfection of 
DR. (E) HEK 293T cells were transfected with Iip33 or M1-Ii. NT indicates untransfected cells. 
After 48 h, cells were lysed and proteins were analyzed on immunoblots using a CLIP-specific 
rabbit polyclonal antibody. Data are representative of at least three (B, C and D) or two (E) inde-
pendent experiments.
  
























































FIG 4 The C-terminal cytoplasmic domain of MARCH1 encodes functional sorting elements. (A) 
Schematic representations of DR, MARCH1 and the DR-M1 chimeric molecule used in this 
VWXG\%+(.7FHOOVWUDQVIHFWHGRUQRW17ZLWK'5ĮDQGZLWKHLWKHU'5ȕRU'5ȕ0$IWHU
48h, cells were analyzed by flow cytometry for DR expression before (surface) or after (total) 
membrane permeabilization. The MFVs were plotted as bar charts. Data are representative of 
four different experiments.
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Surface DR Surface DR
FIG 5 The tyrosine sorting motifs of human 
MARCH1 are dispensable for the down-
regulation of MHC II. (A) Schematic represen-
tations of MARCH1 and mutants in which sub-
stitutions were introduced. (B) Flow cytometry 
analysis showing the MHC II expression at the 
surface of YFP-positive HEK 293E CIITA cells 
transfected with YFP, YFP-MARCH1, YFP-
M8Y222F or YFP-M8Y232F, or (C) YFP, YFP-
MARCH1, YFP-M1Y205F or YFP-M1Y215F 
(left panel) or YFP, YFP-MARCH1 or YFP-
M1YY (right panel). The numbers in the 
legends indicate the MFVs. Data are represen-





































































FIG 6 The tyrosine sorting motifs of human 
MARCH1 are functional. HEK 293T cells were 
transfected with YFP, YFP-MARCH1 or YFP-
M1YY. After 48h, the cells were analyzed by 
flow cytometry. The secreted exosomes were 
collected, coupled to beads, stained for CD9 
and analyzed by flow cytometry. The upper 
panel represents the MFV obtained for YFP in 
cells and the exosomes in each condition. The 
bottom panel represents a ratio of the YFP 
MFVs and normalized for CD9 expression. The 
experiment was performed twice.
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FIG 7 The C-terminal cytoplasmic portion of MARCH1 contains a short sequence that is essen-
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FIG 8 The valine 221 is important for the function of MARCH1. (A) HEK 293E CIITA cells were 
transfected with YFP-MARCH1, YFP-M1Q222A, YFP-M1N223A or YFP-M1C224A and ana-
lyzed by flow cytometry. The dot plots show the surface expression of DR relative to YFP expres-
sion. (B) HEK 293E CIITA cells were transfected with YFP-MARCH1, YFP-M1VQN-AAA or 
YFP-M1V221A and analyzed by flow cytometry. The dot plots show the surface expression of 
DR relative to YFP expression. The MFV for DR expression on YFP+ cells was plotted (right 
panel). Data are representative of two (A) and three (B) different experiments. 
YFP-MARCH1
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FIG 9 The MARCH1 V221 residue influences the spatial orientation of the cytoplasmic tails. (A) 
Schematic representations of YFP-MARCH1-Rluc in different hypothetical conformations that 
would influence the strength of the BRET signal. (B) HEK 293T cells were transfected with YFP-
MARCH1-Rluc or YFP-M1V221E-Rluc. The fluorescence and the luminescence emitted by the 
cells were measured before and after the addition of coelenterazine H. The BRET ratio was 
calculated by dividing the fluorescence with substrate (subtracted from the fluorescence without 
substrate) by the luminescence values. The results were represented as a bar chart. This experi-
ment was repeated with an independent transfection.
  
  88 
 
 Bourgeois-Daigneault et. al.
FIG S1 Mutation of the tyrosine motifs in MARCH1 does not affect its subcellular localization. 
Confocal microscopy analysis of HeLa cells transfected with YFP-MARCH1, YFP-M1Y205F or 
YFP-M1Y215F and stained with Hoechst as well as for CD63. The experiment was repeated 
with an independent transfection.
  







Chapitre 4 : Discussion
  
4.1. Conditions expérimentales 
Étant donné l’impossibilité de détecter la protéine endogène, les expériences 
incluses dans cet ouvrage ont été effectuées en système de surexpression. De plus, la 
difficulté d’obtenir de hauts niveaux d’expression de la protéine nous a mené à l’utilisation 
de formes fusionnées à la YFP. La YFP, ayant une demi-vie d’environ 13 heures,  stabilise 
MARCH1 dont la demi-vie est de 30 minutes pour la molécule murine 171. Ainsi, nous 
avons obtenu une molécule dont l’expression est plus stable et la détection facilitée. Nous 
évaluons la demi-vie de YFP-M1 comme étant d’un peu moins de 4 heures en cellules 
HeLa (Figure 2.3.D). De plus, nos résultats ont montré que YFP-M1 était actif contre ses 
substrats le CMH II et Tfr et ce, à de très faibles concentrations (Figure 2.2.A et résultats 
non publiés). Aussi, nos images de microscopie témoignent d’une localisation endosomale 
de la molécule, ce qui est en accord avec la littérature de MARCH1 (voir section 1.8.5.). La 
fusion de la YFP à MARCH1 ne semble donc pas avoir affecté la molécule en ce qui 
concerne son ciblage et l’interaction avec ses ligands, mais possède l’avantage d’avoir 
stabilisé son expression, ce qui a grandement simplifié cette étude 172.  
4.2. Autorégulation de l’expression de MARCH1 
Malgré une importante augmentation de la transcription de MARCH1 en monocytes 
primaires humains et l’utilisation d’un anticorps reconnaissant la protéine en systèmes de 
surexpression, nous n’avons jamais été en mesure de détecter la protéine endogène. De 
plus, la transfection de MARCH1 non fusionné à la YFP montre des niveaux d’expression 
très bas. Les difficultés rencontrées par notre groupe ont également été rapportées par 
d’autres. Cette problématique laissait présager la présence d’un système de régulation au 
niveau post-traductionnel (voir section 1.8.3.). De plus, de nombreux exemples sont 
répertoriés d’E3 ubiquitine ligases dont l’expression est régulée par autoubiquitination (voir 
section 1.6.4.). Ce sont ces éléments qui ont conduit à l’établissement de la première 
hypothèse voulant que MARCH1 s’autoubiquitine (voir section 1.9.2.1.). 
  
  91 
 
4.2.1. Différentes hypothèses 
Il y a toutefois des alternatives à ce modèle à garder en tête. En effet, il est possible 
que MARCH1 possède des motifs de ciblage ou interagisse avec des partenaires le ciblant 
vers les lysosomes, où la molécule serait rapidement dégradée. Cette possibilité sera 
discutée plus loin. Une seconde option serait que MARCH1 nécessite l’activité d’une 
chaperonne qui serait régulée seulement suite à certains stimulis pour le stabiliser et 
permettre l’augmentation de sa demi-vie. Cette possibilité est renforcée par la découverte 
de l’association de MARCH1 avec la chaperonne Bap31 du RE. Cette protéine est 
exprimée de manière ubiquitaire, néanmoins il serait intéressant de vérifier ses niveaux 
d’expression dans les monocytes primaires humains et les différentes lignées utilisées dans 
cette étude. Dans le cas où celui-ci serait faiblement exprimé, il se peut que l’induction 
massive de MARCH1 via l’IL-10 en monocytes primaires humains ou alors l’importante 
transcription de la molécule causée par la transfection de plasmides qui l’encode sature la 
capacité chaperonne de Bap31. Afin de vérifier cette hypothèse, une approche serait alors 
de comparer la demi-vie de MARCH1 avec et sans la co-transfection de Bap31.  
4.2.2. Différence de régulation chez les molécules murine et humaine 
Alors que nous caractérisions la potentielle ubiquitination de MARCH1, le groupe 
de Lybarger a publié une étude dans laquelle ils ont tenté de détecter des formes 
ubiquitinées de MARCH1 murin 165. Leurs résultats furent négatifs. À l’opposé, nos 
résultats démontrent clairement l’ubiquitination de la molécule humaine (Figure 2.1.B). 
Ceci porte à croire qu’il y aurait une différence entre les modes de régulation des formes 
murine et humaine de MARCH1. Néanmoins, il se peut également que les différences 
observées soient liées au système expérimental utilisé. Afin d’invalider cette possibilité, il 
faudrait tenter de détecter l’ubiquitination de la forme murine de MARCH1 dans notre 
système. Néanmoins, la détection de l’ubiquitination de la molécule murine en cellules 
humaines introduirait un artéfact. Il serait alors difficile de croire en la relevance 
physiologique de ces résultats et, même dans le cas ou un résultat positif serait observé, 
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nous ne pourrions pas affirmer que la molécule murine peut être ubiquitinée chez la souris. 
À l’inverse, nous pourrions transfecter la forme humaine dans leur système et tenter de 
détecter la forme ubiquitinée de MARCH1 humain et murin en parallèle. L’expression de la 
forme humaine de MARCH1 en cellules de souris introduirait également un biais. Par 
contre, ayant déjà démontré que MARCH1 humain était ubiquitiné en cellules humaines, 
l’obtention d’un résultat positif en cellules de souris confirmerait la présence de tous les 
éléments nécessaires à l’ubiquitination de la molécule dans ce modèle et révèlerait un mode 
de régulation différent des molécules murine et humaine. D’un autre côté, le résultat 
inverse ne permettrait pas de tirer aucune conclusion. En effet, il est possible que la 
molécule humaine, bien que fonctionnelle dans le contexte des cellules de souris, nécessite 
des éléments absents de chez ces dernières en ce qui concerne sa régulation protéique.  
4.2.3. Facteurs favorisant l’ubiquitination de MARCH1 
Nos travaux ont démontré l’ubiquitination de MARCH1. Néanmoins, les signaux 
menant à cette modification protéique n’ont pas été étudiés. Ainsi, il se peut que la 
molécule soit ubiquitinée seulement dans certaines conditions. Par exemple, lorsque les 
molécules s’accumulent et s’expriment à de forts niveaux comme ce serait le cas lors d’une 
stimulation prolongée à l’IL-10. Afin de répondre à cette question, il serait d’abord 
intéressant d’évaluer la proportion de MARCH1 ubiquitiné en fonction des niveaux 
d’expression de la protéine. Ainsi, différentes quantités de MARCH1 seraient transfectées 
et la proportion de la molécule modifiée pourrait alors être comparée par immunoblot. 
D’un autre côté, c’est peut-être la localisation de MARCH1 qui permet son 
ubiquitination. En effet, la E2 responsable de cette modification n’est peut-être accessible 
que dans certains compartiments. Par exemple, UbcH6 est une E2 membranaire et sa 
localisation se restreint au RE. Dans le cas où cette E2 serait responsable de l’ubiquitination 
de MARCH1, celle-ci aurait lieu tôt après sa synthèse. Nous pourrions tester l’effet d’un 
inhibiteur du trafic vésiculaire sur l’ubiquitination de MARCH1. La bréfeldine A et le 
monensin bloquent la sortie du RE. Ainsi, les molécules seraient alors confinées au RE et 
n’accèderaient pas aux compartiments endosomaux. Ensuite, de la même manière que celle 
  
  93 
 
utilisée dans notre article 1, ces cellules seraient lysées et les extraits protéiques seraient 
immunoprécipités avec un anticorps spécifique à MARCH1. Les échantillons seraient 
ensuite étudiés pour la présence d’ubiquitine par immunoblot et les conditions en présence 
et en absence d’inhibiteurs pourraient être comparées. 
4.2.4. Trans-régulation de MARCH1 
Le plus haut degré d’ubiquitination de la molécule sauvage en comparaison avec un 
mutant inactif (M1WI), ainsi que la demi-vie prolongée de ce dernier pointent vers un 
mécanisme d’autorégulation (Figure 2.4.A et B). Tel que mentionné dans l’article 1, il est à 
noter que le mutant inactif présentait également un certain niveau d’ubiquitination, ainsi 
une autre E3 ligase se lie à MARCH1 pour y permettre l’ajout d’ubiquitines. De plus, de 
nombreuses études portent sur la dimérisation et l’ubiquitination des E3 ligases (voir 
section 1.6.1.). À la lumière de ces informations, nous avons posé la seconde hypothèse: 
MARCH1 dimérise. 
4.3. MARCH1 forme des homo- et des hétérodimères 
Plusieurs groupes avaient préalablement démontré ou avancé la possibilité que des 
membres de la famille MARCH forment des dimères (voir section 1.7.). Néanmoins, 
aucune étude n’avait établi de rôle physiologique à cette multimérisation.  
Nos résultats de BRET et d’immunoprécipitations ont révélé la formation 
d’homodimères de MARCH1, ainsi que d’hétérodimères avec MARCH8 et MARCH9 
(Figure 2.5. A à D). De plus, la majorité des E3 ubiquitine ligases qui forment des dimères 
le font via le domaine RING (voir section 1.6.1.) et l’utilisation de nombreux mutants dont 
certaines portions avaient été supprimées nous a permis d’affirmer que le RING, ainsi que 
les portions cytoplasmiques N- et C-terminales n’étaient pas impliqués dans ce processus 
(Figure 2.5. E). En effet, ces résultats, en combinaison avec ceux obtenus par des chimères 
entre MARCH1 et MARCH9, ont révélé l’importance des domaines TMs dans la formation 
de dimères par MARCH1. Les MARCHs sont des E3 ligases membranaires, ce qui est 
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exceptionnel pour ce type de molécule. De plus, les TMs sont fréquemment impliqués dans 
les interactions protéiques. Cette caractéristique des MARCHs serait donc responsable de 
leur différence avec les autres E3s décrites dans la littérature. 
La construction des chimères M1-9 nous a également permis de répondre à la 
troisième hypothèse: les domaines transmembranaires de MARCH1 reconnaissent et 
interagissent avec la cible. 
4.4 L’importance des TMs de MARCH1 dans son interaction 
avec le CMH II 
De nombreux travaux rapportent l’importance des TMs des MARCHs pour 
l’interaction avec le substrat (voir section 1.7.). Nous avons donc testé l’importance des 
domaines TMs de MARCH1 pour son interaction avec le CMH II. Les résultats ont 
démontré qu’ils étaient requis.  
Les TMs de MARCH1 sont donc requis pour la formation de dimères ainsi que pour 
son interaction avec sa cible. Néanmoins, il nous est impossible d’affirmer, à la lumière de 
nos résultats, si la dimérisation est nécessaire à l’association avec la cible et à 
l’ubiquitination. Une récente publication a étudié la question de l’ubiquitination par les E3s 
de type RING formant des dimères en prenant pour modèle RNF4 173. Leurs résultats ont 
montré que bien que la E2 puisse lier la E3 sous forme de monomère, le dimère est requis à 
la catalyse du lien thioester entre la E2 et l’ubiquitine et donc, à l’ubiquitination de la cible. 
Cette possibilité avait également été précédemment avancée par un autre groupe 174. Tel 
que discuté dans l’article 1, d’autre E3s comme MDM2 et MDMx forment des dimères 
pour permettre l’ubiquitination en trans de la molécule cible. Dans ces cas, la dimérisation 
est requise à la fonction. 
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4.5 L’importance du dimère pour l’interaction avec la cible 
4.5.1. Premier modèle: les dimères ne sont pas requis 
Dans un premier modèle, il y aurait formation de dimères via l’association des 
domaines TMs, ce qui permettrait l’ubiquitination de la molécule et la régulation de son 
expression. Le dimère ne serait pas requis à l’association avec la cible. La faible expression 
de MARCH1 diminuerait alors les probabilités de formation de dimères et favoriserait donc 
l’interaction avec le substrat. À l’opposé, la forte expression de MARCH1 favoriserait sa 
dimérisation et la molécule serait plus rapidement autoubiquitinée et dégradée. La demi-vie 
de MARCH1 étant diminuée, les interactions avec le CMH II seraient alors moins 
fréquentes. Dans ce cas, MARCH1 n’accomplirait plus sa fonction de modulateur de la 
présentation antigénique. Par exemple, en présence d’une stimulation prolongée à l’IL-10, 
l’accumulation des molécules de MARCH1 empêcherait celui-ci d’accomplir certains 
aspects de sa fonction.  
4.5.2. Deuxième modèle: les dimères sont requis 
Dans un deuxième modèle, la dimérisation serait un pré requis à l’association avec 
la cible et donc à la fonction de MARCH1. Ainsi, MARCH1 dimériserait pour ensuite lier 
sa cible et l’ubiquitiner. Selon ce modèle, la dimérisation de MARCH1 pourrait avoir lieu 
rapidement après sa synthèse et les molécules demeureraient possiblement associées 
jusqu’à leur dégradation.  
Il serait intéressant de discriminer entre ces deux possibilités. Une approche serait 
d’effectuer une immunoprécipitation du CMH II suivie d’un immunoblot envers MARCH1 
en conditions natives. Ainsi, la taille du complexe observé pourrait nous renseigner sur le 
nombre de sous-unités présentes dans celui-ci. Dans un même type d’expérience, une 
seconde approche serait de co-exprimer MARCH1 et MARCH8 et évaluer la présence de 
ces deux molécules, qui ont une taille légèrement différente, dans un complexe ayant le 
même poids moléculaire. Cette dernière option pourrait révéler l’interaction d’un 
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hétérodimère avec le CMH II. Une autre approche pourrait être le fractionnement d’extraits 
protéiques sur gradient de sucrose. Les fractions seraient par la suite testées pour la 
présence de MARCH1 et du CMH II et la taille des complexes serait évaluée en 
comparaison avec la présence de molécules de poids moléculaire connu. Finalement, dans 
le but de tester la fonctionnalité d’un dimère de MARCH1, il serait intéressant de créer un 
mutant double MARCH1. Les deux molécules reliées entre-elles par une courte séquence 
flexible d’acides aminés auraient la possibilité de s’assembler tel un dimère forcé de 
MARCH1 et nous pourrions en évaluer la fonctionnalité et la demi-vie. 
4.5.3. Prévention de la formation de dimères par CD83 
Une récente publication démontre que le domaine TM de CD83 bloque l’activité de 
MARCH1 envers CD86 166. En effet, en présence de CD83, l’association de MARCH1 à 
CD86, ainsi que l’ubiquitination de ce dernier n’ont pas lieu. Dans cette étude, l’équipe du 
Dr. Goodnow a également démontré l’interaction de MARCH1 avec CD83. C’est cette 
association qui prévient l’interaction avec la cible. Il serait intéressant d’étudier l’effet de la 
présence de CD83 sur la formation du dimère de MARCH1. Dans le cas où la formation de 
dimères serait requise à l’association de MARCH1 à sa cible, CD83 pourrait agir à ce 
niveau plutôt que de simplement bloquer l’association à CD86 comme le proposent les 
auteurs. 
4.5.4. Importance de radeaux lipidiques dans la fonction de MARCH1 
Nos travaux ont révélé l’importance des domaines TMs de MARCH1 pour sa 
fonction. De plus, une étude a démontré l’implication des TMs de plusieurs MARCHs, dont 
MARCH1, dans l’interaction avec la chaperonne Bap31. Cette interaction permettrait le 
contrôle du transport intracellulaire des MARCHs, indiquant ainsi un autre rôle des TMs de 
MARCH1 175. Les domaines TMs ont un rôle bien établi dans l’incorporation des protéines 
membranaires aux radeaux lipidiques 176. De plus, le CMH II, CD86, HLA-DM et Fas, 
quatre des cinq substrats connus de MARCH1, se retrouvent dans ces microdomaines 177–
179. Il serait donc possible que la nécessité des TMs de MARCH1 pour son interaction avec 
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le CMH II soit partiellement dépendante de leur fonction dans l’incorporation de celui-ci 
aux microdomaines membranaires appropriés. Les radeaux lipidiques sont le plus souvent 
localisés au niveau de la membrane plasmique 180. Ces microdomaines sont formés à la 
surface cellulaire d’où ils peuvent être endocytés puis acheminés aux endosomes tardifs ou 
encore retourner à la surface 181. Certaines études démontrent même la présence de ceux-ci 
dans les exosomes 182. La localisation de MARCH1 aux endosomes tardifs, son potentiel 
transit par la membrane cellulaire et son incorporation dans les exosomes (discuté en 
section 4.7.) ne vont donc pas à l’encontre de sa possible incorporation à ces 
microdomaines.  
Dans un premier temps, il serait intéressant de déterminer la présence ou l’absence 
de MARCH1 dans ces microdomaines. Pour ce faire, des cellules exprimant MARCH1 
seraient d’abord lysées en tampon MES-Triton, puis les extraits protéiques seraient 
fractionnés par ultracentrifugation sur gradient de sucrose allant de 5 à 30%. Par la suite, 
les fractions correspondantes aux radeaux lipidiques seraient analysées pour la présence de 
la molécule. Une autre approche impliquerait l’utilisation de methyl-β-cyclo-dextrin, afin 
de détruire les radeaux lipidiques, suivie d’immunoprécipitations et de l’analyse des 
interactions MARCH1-CMH II. Cette technique pourrait révéler l’importance de ces 
microdomaines dans l’interaction de MARCH1 avec son substrat.  
D’un autre côté, Tfr, le cinquième substrat connu de MARCH1, n’est pas retrouvé 
dans les radeaux lipidiques et aucune étude n’a investigué l’importance des TMs pour 
l’interaction entre les deux molécules 183. Une seconde approche serait donc d’étudier 
l’importance des domaines TMs dans l’association de MARCH1 avec Tfr.  
4.6. L’implication de la localisation de MARCH1 pour son 
activité 
La première publication de notre groupe concernant MARCH1 date de 2008  (voir 
Annexe I) 163. Nous nous étions intéressés à l’implication de MARCH1 dans la réponse à 
l’IL-10. Dans cette étude, nous avons révélé la présence d’une interaction entre MARCH1 
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et HLA-DR par immunoprécipitation. Dans le cadre de ces travaux, une expérience de 
FRET avait clairement démontré l’interaction entre ces deux molécules dans des vésicules 
intracellulaires. Néanmoins, cet aspect de l’interaction MARCH1-CMH II ne fut pas étudié 
en détails et n’a pas été inclus dans nos travaux sur l’IL-10.  
Quelques années plus tard, Jabbour et ses collègues se sont penchés sur 
l’implication des motifs de ciblage à la voie endosomale compris dans la portion 
cytoplasmique C-terminale de MARCH1 murin 165. Leurs résultats ont démontré la 
nécessité de ces motifs pour la fonction de la molécule. De la même manière, des travaux 
par le groupe du Dr. Ishido ont démontré la nécessité des motifs tyrosine de MARCH8 pour 
son activité 160. Ces évidences nous ont mené à poser la quatrième hypothèse: les motifs de 
ciblage de la queue cytoplasmique C-terminale de MARCH1 sont requis pour sa fonction 
(voir section 1.9.2.4.). 
À notre grande surprise, la mutation des deux motifs tyrosine de MARCH1 n’eut 
aucun effet sur la fonction de celle-ci à l’encontre de l’expression de surface du CMH II. 
De plus, il a été démontré que la molécule murine était stabilisée par un traitement à la 
leupeptine, mais nos résultats ont montré le contraire chez l’humain (Figure 2.3.A) 165. Il a 
également été observé que la molécule murine s’exprimait à de plus forts niveaux lorsque 
ses motifs tyrosine étaient mutés. Encore une fois, nos résultats indiquaient le contraire 
chez la molécule humaine. Il a été proposé que la molécule serait rapidement dégradée 
lorsqu’elle attendrait les compartiments lysosomaux et que ses motifs tyrosine seraient 
responsables de cette localisation. Nos résultats et ceux publiés pour la molécule murine 
divergeaient donc en de nombreux points concernant les motifs de ciblage de ceux-ci. Nous 
avons donc validé les résultats obtenus dans notre système en reproduisant les mutations 
correspondantes à celles publiées pour MARCH1 murin et MARCH8 humain en guise de 
contrôles. Nos résultats confirment ceux précédemment publiés voulant que ces motifs de 
ciblage soient requis à la fonction de MARCH1 murin et de MARCH8. Notre système est 
donc approprié pour l’étude des motifs de ciblage et il existe bel et bien une différence au 
niveau de la nécessité de ceux-ci chez la molécule humaine et murine. 
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Nous nous sommes alors questionné(s) sur la fonctionnalité de ces motifs chez la 
molécule humaine. La génération d’un double mutant de MARCH1 pour ses motifs 
tyrosine (MARCH1YY) est à la base de notre étude de ceux-ci. La différence observée 
entre MARCH1 humain et murin en ce qui concerne la nécessité des motifs tyrosine pour 
leur fonction n’est pas imputable aux motifs comme tels, à leurs composition ou encore 
leurs distances de la membrane. D’ailleurs, nos résultats ont démontré que ces motifs 
étaient fonctionnels en ce qui concerne la localisation de la molécule. La Figure 4.1 montre 
un alignement des séquences protéiques de MARCH1 humain et murin.  
 
Figure 4.1. Alignement des séquences protéiques de MARCH1 humain et murin. La région en 
mauve représente le RING et les régions en rose représentent les TMs. Les points mauves 
indiquent les endroits où les séquences divergent. 
Dans les deux cas, les séquences sont identiques et à égale distance de la membrane. 
En effet, le motif le plus près de la membrane en est séparé d’un seul acide aminé et la 
séquence est YVQL. L’autre motif est YNRV et débute dix acides aminés après le début du 
premier. Les motifs sont donc intacts, de même que les résidus environnants. Bien que les 
séquences des molécules complètes soient identiques à 96%, l’extrémité C-terminale 
comporte à elle seule 6 différents acides-aminés. Il est possible que cette région soit 
impliquée dans des intéractions avec différentes protéines adaptatrices nécessaires à la 
relocalisation de la molécule murine, alors que la molécule humaine ne nécessiterait pas ces 
adapteurs. Néanmoins, un mutant de MARCH1 murin délété pour ses 20 derniers résidus a 
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été démontré comme étant toujours actif, montrant ainsi que cette portion de la molécule 
n’est pas requise à la fonction de celui-ci 165.  
Nos difficultés à visualiser une différence de localisation en microscopie, 
probablement causées par la surexpression des molécules, nous ont dirigés vers une autre 
approche. Dans une étude précédente, alors que nous nous intéressions à l’importance de 
l’ubiquitination du CMH II pour son incorporation dans les exosomes, nous avons 
remarqué la présence de MARCH1 et MARCH8 dans ceux-ci (voir annexe II) 184. Nous 
n’avons toutefois pas inclus ces observations dans notre article et pour l’instant, aucun autre 
groupe n’a rapporté la présence d’un membre de la famille MARCH dans les exosomes.  
4.7. MARCH1 dans les exosomes 
4.7.1. Implication de l’ubiquitination de MARCH1 dans son 
incorporation exosomale 
Les motifs tyrosine sont connus pour leur implication dans l’incorporation 
exosomale. D’un autre côté, l’ubiquitination est également reconnue pour son implication 
dans ce processus et l’article 1 démontre clairement l’ubiquitination de MARCH1 172,185. 
L’étude de l’incorporation exosomale du double mutant tyrosine a donc permis dans un 
premier temps de confirmer la fonctionnalité des motifs et dans un deuxième temps 
d’établir leur implication dans le processus. Toutefois, malgré la plus faible présence du 
mutant YY dans les exosomes, celui-ci est toujours incorporé. Il est possible que son 
ciblage aux microvésicules soit également partiellement médié par son ubiquitination. Une 
approche intéressante afin de répondre à cette question serait de vérifier l’incorporation du 
mutant M1K-0 dans les exosomes.   
4.7.2. Transfert exosomal inter-cellulaire de MARCH1 
De nombreuses études portent sur la communication intercellulaire via les exosomes 
186. Par exemple, les cellules nerveuses échangent des ARNs à la synapse cellulaire par 
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transfert d’exosomes 187. Étant donné l’implication de MARCH1 dans la réponse anti-
inflammatoire à l’IL-10 et le nombre restreint de cellules exprimant celle-ci, il pourrait être 
avantageux pour l’organisme de propager MARCH1. Ainsi, l’incorporation exosomale de 
MARCH1 pourrait conduire à sa présence dans les cellules environnantes sans pour autant 
nécessiter l’activation de sa transcription chez celles-ci. Pour l’instant, le seul signal connu 
permettant d’activer la transcription de MARCH1 est la stimulation à l’IL-10, or de 
nombreuses cellules ne possèdent pas le récepteur et ne répondent donc pas à celle-ci 188. 
La présence de MARCH1 dans les exosomes serait alors un moyen efficace de permettre 
l’action de celui-ci dans ces cellules qui ne l’expriment pas. Pour répondre à cette question, 
il serait intéressant de purifier des exosomes exprimant MARCH1 pour ensuite les faire 
incorporer par d’autres cellules. Afin de purifier les exosomes, nous utiliserions la même 
méthode que dans notre deuxième article. Nous transfecterions donc des HEK 293T avec 
YFP-MARCH1 et un contrôle inactif et 48 heures plus tard, nous isolerions les 
microvésicules par ultracentrifugation. Les exosomes purifiés seraient par la suite incubés 
2h avec des cellules exprimant le CMH II mais non transfectées avec MARCH1. Les 
cellules qui seraient positives pour la YFP auraient incorporé les exosomes. Par cytométrie 
en flux, il serait alors possible d’observer l’expression de surface du CMH II. Une 
diminution de celui-ci témoignerait alors de la possibilité de transférer MARCH1 d’une 
cellule à l’autre via les exosomes.  
Certains groupes proposent que les exosomes pourraient être utilisés dans 
différentes thérapies. Ainsi, ils seraient utilisés comme vecteurs, par exemples de micro 
ARNs, et permettraient le transfert de matériel aux cellules de l’organisme 189. Un autre 
groupe propose que le ciblage d’antigènes associés aux cancers dans les exosomes serait 
une avenue de choix pour augmenter l’efficacité des vaccins contre les tumeurs 190. 
L’utilisation des exosomes semble donc être une future et intéressante avenue 
thérapeutique.   
  
  102 
 
4.8. Éléments régulateurs en N-terminal de MARCH1 
Notre deuxième article a également permis de démontrer la présence d’éléments de 
ciblage dans la portion cytoplasmique N-terminale de MARCH1  (voir Figure 3.2.). Ceci 
avait été démontré pour la molécule murine et nos résultats confirment ces observations 
précédentes 165. Néanmoins, la suppression de cette portion de MARCH1 n’a aucun effet 
sur sa fonction envers le CMH II. De plus, contrairement à la molécule murine, un mutant 
dépourvu de la portion cytoplasmique extra-RING N-terminale n’est pas exprimé à de plus 
forts niveaux que la molécule sauvage 165. L’analyse informatique de la séquence primaire 
de cette portion de la molécule à l’aide de la base de données EMBL n’a révélé la présence 
d’aucun motif de ciblage connu.  
Dans un premier temps, il serait donc intéressant de générer une série de mutants 
dont la portion cytoplasmique N-terminale serait de plus en plus courte afin de déterminer 
les régions importantes de celle-ci. De la même manière que nos mutants ont conduit à 
l’identification du motif VQNC de la queue cytoplasmique C-terminale, ces mutants de la 
portion N-terminale seraient étudiés par cytométrie en flux pour leur influence sur 
l’expression de surface du CMH II. Il demeure possible que ce soit l’association par cette 
région à d’autres molécules et non la présence de motifs de ciblage qui permette l’envoi de 
la molécule à certains compartiments. Dans ce cas, des expériences de spectrométrie de 
masse lors desquels des immunoprécipitations de MARCH1 versus MARCH1ΔNter 
seraient comparées pourraient permettre l’identification des partenaires impliqués dans 
cette relocalisation. Une première série d’expériences pourrait être conduite en HEK 293T 
en raison de la facilité à obtenir de forts niveaux de la molécule dans ces cellules. Aussi, 
dans la majorité de nos expériences, nous utilisons une fusion de MARCH1 avec la YFP 
situé en N-terminal de la molécule (YFP-M1). Nous possédons également une fusion où la 
protéine fluorescence se retrouve en C-terminal (M1-YFP). Afin de minimiser l’impact de 
la fusion sur les résultats obtenus, il serait important d’utiliser M1-YFP plutôt que YFP-
M1. 
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4.9. Le motif VQNC 
Toujours dans le but de caractériser les éléments structuraux requis à la fonction de 
MARCH1, nous avons généré une série de mutants pour lesquels la queue cytoplasmique 
C-terminale était de plus en plus courte (voir Figure 3.7.). Ces constructions ont mené à 
l’identification du motif VQNC et de sa valine comme étant primordiaux pour la fonction 
de la molécule. Nos résultats de BRET indiquent une modification de l’organisation 
spatiale des queues cytoplasmiques de MARCH1 lorsque la valine est mutée.  
4.9.1. Rôle du VQNC dans la liaison avec le motif doigt de zinc 
Le motif VQNC se retrouve également chez EEA1 et ASAP1, deux protéines 
contenant un domaine doigt de zinc. Ce domaine est structurellement semblable au RING 
puisqu’il s’agit d’une structure rigide stabilisée par la liaison à un atome de zinc et 
fréquemment impliquée dans les interactions protéique et à la liaison à l’ADN 191. Ainsi, le 
VQNC est potentiellement impliqué dans la liaison aux structures en doigt de zinc et non 
seulement aux RINGs. Dans le cas où cette hypothèse serait véridique, le motif VQNC 
aurait alors un rôle plus général. Cette possibilité n’invalide toutefois pas notre modèle 
selon lequel la liaison du VQNC de MARCH1 à son RING soit requise à l’activité de celui-
ci. En effet, la structure du RING est nécessaire à l’activité ligase et un élément qui ne 
serait pas favorable à la coordination du zinc aurait des effets similaires sur la structure du 
RING et des motifs doigt de zinc. Nos conclusions concernant l’implication du motif 
VQNC dans la fonction du RING pourraient alors s’appliquer également aux motifs doigt 
de zinc en général et ainsi toucher une plus vaste sélection de protéines. 
4.10. Mode d’action de MARCH1 et MARCH8 
4.10.1. Interaction transitoire avec le substrat 
Les résultats présentés ici amènent à se questionner sur les mécanismes sous-jacents 
à l’activité de MARCH1. En effet, nos résultats ont montré que le CMH II, MARCH1 et 
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MARCH8 sont présents dans les exosomes, mais que la présence des MARCHs n’affecte 
pas celle du CMH II dans ceux-ci (voir annexe II). L’association de deux molécules 
comportant des signaux d’incorporation dans les exosomes devrait normalement avoir un 
effet positif sur la présence de chacune d’elles dans ceux-ci. L’absence de cette influence 
permet de supposer que les molécules se dissocient suite à leur interaction et sont 
incorporées de manière indépendante aux exosomes. L’interaction entre MARCH1 ou 
MARCH8 et le CMH II serait alors transitoire. 
4.10.2. Le site d’ubiquitination 
Une étude propose que l’action de MARCH8 ciblerait des composantes de la voie 
endocytaire alors que MARCH1 agirait directement sur ses substrats 162. Mis à part leurs 
différents patrons d’expression, il s’agit d’une première différence notée entre les deux 
molécules. 
Nos résultats ont permis de révéler deux autres différences dans le fonctionnement 
de MARCH1 et MARCH8. En effet, une étude a montré que MARCH8 se lie à sa cible et 
l’ubiquitine depuis la surface cellulaire 160. Au contraire, nos résultats de FRET montrent 
une association de MARCH1 et HLA-DR dans des vésicules intracellulaires (Figure 3.1). 
La seconde différence révélée par nos travaux concerne l’implication des signaux tyrosine 
qui ne seraient pas requis à la fonction de MARCH1, contrairement à MARCH8 (voir 
section 4.6.). Il est possible que la présence des motifs tyrosine soit requise à l’endocytose 
du complexe MARCH8-substrat à la membrane cellulaire et alors témoigne des différents 
modes d’action des molécules. Néanmoins, tel que mentionné plus haut (voir section 4.6.), 
les motifs de ciblage des deux molécules sont identiques. Un modèle possible pourrait 
impliquer l’interaction de MARCH8 avec des protéines adaptatrices permettant 
l’endocytose de celui-ci en complexe avec sa cible. Ainsi, les motifs de ciblage de 
MARCH8 seraient requis à sa fonction.  
  
  105 
 
4.11. Les particularités de MARCH1 murin et humain 
4.11.1 Importance de l’étude de MARCH1 humain 
Avant nos travaux, il n’y avait aucune différence de connue entre les formes 
humaine et murine de MARCH1. Les différences que nous avons révélées pour la forme 
humaine sont: l’auto-ubiquitination (voir section 4.2.2.) et l’implication des motifs de 
ciblage (voir section 4.6.). Ces différences sont importantes puisque les mécanismes 
d’action et de régulation divergent pour ces deux molécules. Dans un but ultime de 
manipuler MARCH1 dans le traitement de maladies auto-immunes, l’étude de la molécule 
humaine au détriment de la forme murine est mise de l’avant par ce que nous avons 
découvert.   
4.11.2. Une souris transgénique MARCH1 
Les souris transgéniques sont presque indispensables à l’étude des molécules dans 
un système immunitaire complet. Notre laboratoire a récemment fait l’acquisition d’une 
lignée de souris KO pour leur expression de MARCH1. Bien que celles-ci soient un outil 
puissant pour l’étude de l’expression de MARCH1, les résultats ci-inclus démontrent que 
l’extrapolation des résultats obtenus chez la molécule murine à la molécule humaine est 
questionnable. Par exemple, les motifs tyrosine de MARCH1 murin sont requis pour sa 
fonction envers le CMH II dans les cellules humaines alors qu’ils sont dispensables à 
MARCH1 humain. Ainsi, l’étude de la molécule murine, même dans un contexte humain, 
montre d’importantes différences. Afin de contrer ce problème et étant donné que nous 
sommes intéressés  à la molécule humaine et non murine, il serait intéressant d’utiliser la 
souris MARCH1 KO pour générer une souris transgénique exprimant le gène humain. Nous 
savons que la molécule humaine est fonctionnelle en cellules de souris. Ainsi, MARCH1 
humain possède la capacité de réguler négativement le CMH II murin, ce qui rendrait 
possible l’utilisation de la molécule humaine en souris. Cette souris serait fort utile pour 
toutes les facettes de l’étude de la forme protéique de MARCH1. Sa régulation, sa 
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localisation, ses partenaires d’interaction, ses modifications protéiques et ses mécanismes 
d’action pourraient alors être étudiés. Nous aurions alors les nombreux avantages de 
l’analyse d’une molécule dans le contexte d’un organisme multicellulaire sans avoir le 
désavantage d’étudier la forme murine de MARCH1 que nous savons différente de la forme 
humaine en de nombreux points. 
4.12. MARCH1 est un gène suppresseur de tumeurs 
L’utilisation de MARCH1 dans le traitement des cancers est une avenue 
envisageable. Cette idée est d’ailleurs renforcée par une étude parue en 2009. Dans cet 
article, le groupe du Dr. Largaespada identifia MARCH1 comme étant un gène suppresseur 
de tumeurs. Ils utilisèrent un modèle de mutagenèse par transposons ciblés dans le foie chez 
la souris, ce qui leur permit l’identification de 19 gènes 192. Les gènes identifiés 
comportaient souvent des insertions chez les souris ayant développé des carcinomes 
hépatocellulaires. Dans la même étude, des échantillons de tumeurs hépatiques humaines 
ont confirmé ce résultat. 
Ainsi, un défaut de l’induction de MARCH1 dans ces tissus favorise le 
développement de tumeurs. À l’inverse, la présence de MARCH1 dans ceux-ci pourrait 
alors permettre la régression ou, du moins, de freiner le développement des cellules 
cancéreuses. Ces travaux montrent donc l’implication de MARCH1 dans la tumorogénèse. 
Cette découverte peut sembler contradictoire avec le rôle de MARCH1 dans la régulation 
de la présentation antigénique. Néanmoins, MARCH1 possède d’autres fonctions dans les 
réponses immunitaires. Parmi celles-ci, il bloque la glycolyse (résultats non publiés et 
brièvement discutés en 4.13), un processus essentiel au développement de nombreuses 
tumeurs. En interférant avec la glycolyse, MARCH1 empêche la génération d’énergie 
nécessaire à la prolifération rapide des cellules et agit donc comme agent suppresseur de 
tumeur. L’étude de l’implication de MARCH1 dans la glycolyse est l’un des projets de 
recherche actuels de notre équipe.  
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4.13 Les différentes fonctions de MARCH1 
Notre étude des éléments structuraux requis à la fonction de MARCH1 concernait la 
régulation de surface du CMH II. Néanmoins, nous n’avons pas étudié l’importance des 
différentes portions et domaines de MARCH1 dans l’expression de surface de ses autres 
cibles connues. De plus, une expérience de spectrométrie de masse nous a permis 
d’identifier de nouveaux partenaires d’interaction de MARCH1. Parmi ceux-ci se 
retrouvaient de nombreux gènes impliqués dans la glycolyse. Nos résultats préliminaires 
montrent un effet négatif de la présence de MARCH1 envers l’activité glycolytique de 
cellules HeLa et HEK 293T. Il serait donc intéressant de tester les différents éléments 
étudiés dans l’article 2, tels que l’implication des motifs de ciblage et la localisation de 
MARCH1, dans l’activité antiglycolytique de la molécule. 
  




L’ubiquitination est une modification protéique permettant un changement rapide au 
sein de la cellule. Ainsi, les molécules peuvent être modifiées rapidement en réponse aux 
changements environnementaux. La machinerie d’ubiquitination est si efficace que les 
virus en ont intégré certains gènes afin d’augmenter leur virulence.  
Les MARCHs sont une famille regroupant une dizaine d’E3 ubiquitine ligases 
membranaires. Ces molécules sont des joueurs clés des réponses immunitaires. De plus en 
plus d’études portent sur MARCH1, soit le plus caractérisé de la famille. Son implication 
dans la réponse à anti-inflammatoire à l’IL-10 est primordial tant au niveau de la régulation 
de la présentation antigénique que de la molécule de co-stimulation CD86. Avant 
d’entreprendre nos travaux, nous connaissions peu de pré-requis structuraux à la fonction 
de MARCH1 envers le CMH II. Notre étude a mis en évidence de nombreux éléments dont 
l’importance était insoupçonnée. 
Les deux articles présentés en chapitre 2 et 3 ont répondu à de nombreuses 
questions concernant le mécanisme par lequel MARCH1 prévient l’expression de surface 
du CMH II. Ils ont démontré la formation de dimères de MARCH1 et d’hétérodimères avec 
MARCH8 et MARCH9, l’autoubiquitination de MARCH1 et sa dégradation protéosomale 
et lysosomale, l’implication des TMs dans la formation de dimères et l’interaction avec le 
substrat, la fonctionnalité mais la non nécessité des motifs de ciblage de la queue 
cytoplasmique C-terminale de MARCH1 pour sa fonction, l’interaction de MARCH1 avec 
son substrat dans des compartiments intracellulaires et la présence d’un motif VQNC dont 
la valine est responsable de l’orientation spatiale des queues cytoplasmiques. Néanmoins, 
de nombreux points restent à approfondir. Tels que mentionnés en discussion, l’implication 
du dimère dans l’interaction MARCH1-CMH II, la présence de MARCH1 dans les radeaux 
lipidiques et le potentiel transfert cellule-cellule de MARCH1 par voie exosomale sont 
plusieurs questions qui méritent d’être explorées.  
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Nous commençons seulement à comprendre MARCH1, ses rôles, ses mécanismes 
d’action et sa régulation. Les perspectives proposées ne sont que quelques avenues à 
explorer. Malgré la progression importante des connaissances apportées par notre étude, 
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